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RESUMEN

La inflamacidn, presente en diferentes enfermedades del globo
ocular (escleritis, queratitis, uveitis, retinitis o neuritis optica) y sus
anexos (conjuntivitis, blefaritis o inflamacion orbitaria), constituye la
respuesta local de los tejidos frente a una agresion de diversa etiologia,
como mecanismo de defensa para aislar y destruir al agente
desencadenante y reparar la lesion. La prevalencia de la inflamacién en
oftalmologia es elevada, pudiendo afectar exclusivamente a las
estructuras oculares o bien formar parte de una enfermedad sistémica.
Los pacientes con inflamacion ocular suelen presentar enrojecimiento,
dolor, lagrimeo, picor y alteraciones de la agudeza visual, que en casos

extremos pueden producir ceguera.

La biodisponibilidad de las formulaciones oftalmicas clasicas
para tratar estas afecciones es generalmente baja debido a la rapida
eliminacion precorneal, y se estima que solo un porcentaje inferior al
5 % de la dosis instilada es capaz de acceder a los tejidos intraoculares
para ejercer su accion. Teniendo en cuenta la elevada prevalencia de
estas enfermedades, la baja retencion de la concentracién dptima de
farmaco en el lugar de accion y el tratamiento prolongado que requieren,
el desarrollo de nuevas estrategias para el abordaje terapéutico resulta
necesario. La incorporacion de farmacos en nanoparticulas incrementa
el tiempo de contacto con la cornea, favoreciendo la biodisponibilidad
ocular y la liberacién prolongada del activo, lo que permite espaciar la

frecuencia de administracion, mejorando asi laadherencia del paciente
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al tratamiento y reducir los efectos adversos, constituyendo una

alternativa terapéutica eficaz para el tratamiento de estas enfermedades.

Por este motivo, el principal objetivo de este trabajo se centrd en
el desarrollo y caracterizacion biofarmacéutica y toxicologica de
nanoparticulas (NPs) poliméricas biodegradables de PLGA, conteniendo
Licochalcona A (Lico-A), compuesto fendlico extraido de la raiz de
Glycyrrhiza glabra L., con propiedades antiinflamatorias,
funcionalizadas con los péptidos penetrantes de células (CPPs) Tet-1y
B6, evaluando su eficacia terapéutica en el tratamiento de enfermedades
inflamatorias oculares. Para prolongar su estabilidad durante el
almacenamiento, las nanoparticulas obtenidas se liofilizaron. Ademas, se
incorporaron en geles de formacion in situ, con capacidad de
transformarse en formas semisélidas en contacto con la superficie ocular,
que presentaron  caracteristicas  viscoelasticas, mecéanicas Yy
mucoadhesivas idéneas para su distribucion uniforme sobre la superficie

conjuntival.

La metodologia utilizada en la preparacion (método de
desplazamiento del solvente), caracterizacion y funcionalizacion de las
nanoparticulas desarrolladas fue la adecuada, teniendo en cuenta las
caracteristicas fisicoquimicas del farmaco incorporado en la matriz
polimérica. Los métodos para la determinacion del comportamiento
biofarmacéutico y los estudios de estabilidad fueron los mas utilizados
en este campo. Las NPs de Lico-A PLGA, optimizadas por disefio de
experimentos, presentaron forma esférica, superficie lisa, tamafio
promedio inferior a 170 nm (163,81 nm * 2,29), con una distribucion

homogénea de particula (valores de PI de 0,075 + 0,010, correspondien-
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tes a sistemas monodispersos), carga superficial negativa (Zpot de
-24 mV = 1,4) y una eficiencia de encapsulacion (EE) superior al 50 %
(56,26 % £ 0,16), siendo mas estables las almacenadas a 4 °C. Las NPs
funcionalizadas con los CPPs Tet-1 y B6 presentaron menor tamario
promedio (128,65 nm £ 7,53y 114,24 nm % 2,42, respectivamente), con
un ligero incremento del Pl, y carga superficial positiva, manteniéndose
la EE en valores superiores al 50 % en las NPs funcionalizadas con
Tet-1.

Tanto los ensayos in vitro de citotoxicidad en modelos celulares
(Caco-2 y RAW 264.7) como los de tolerancia ocular (HET-CAM®) e in
vivo en conejos albinos New Zealand (test de Draize), asi como los
ensayos de eficacia terapéutica (en modelo de inflamacion ocular),
fueron idéneos. Todos estos estudios demostraron que los sistemas
desarrollados disminuyeron la inflamacion ocular, en mayor grado las
NPs de Lico-A PLGA funcionalizadas con el CPP B6 en comparacion
con las otras formulaciones desarrolladas. Asimismo, los ensayos
celulares revelaron que la encapsulacion de Lico-A en NPs incrementd

la actividad antiinflamatoria y redujo la citotoxicidad inherente.

En conclusién, todos los resultados obtenidos, sugieren que las
NPs de Lico-A PLGA funcionalizadas con CPPs y los geles
termosensibles desarrollados, podrian constituir, tras el desarrollo clinico
adecuado, una nueva herramienta terapéutica en la prevenciéon y

tratamiento de procesos inflamatorios oculares.
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ABSTRACT

Inflammation, present in different diseases of the eyeball
(scleritis, keratitis, uveitis, retinitis, or optic neuritis) and its annexes,
(conjunctivitis, blepharitis, or orbital inflammation), constitutes the local
response of the tissues against an attack of diverse etiology, as a defense
mechanism to isolate and destroy the triggering agent and repair the
injury. The prevalence of inflammation in ophthalmology is high, and it
may exclusively affect the ocular structures or form part of a systemic
disease. Patients with ocular inflammation usually present redness, pain,
tearing, itching and changes in visual acuity, which in extreme cases can

cause blindness.

The bioavailability of classical ophthalmic formulations to treat
these conditions is generally low due to rapid precorneal elimination, and
it is estimated that only less than 5 % of the instilled dose is able to access
intraocular tissues to exert its action. Considering the high prevalence of
these diseases, the low retention of the optimal drug concentration at the
site of action, and the prolonged treatment that they require, the
development of new strategies for the therapeutic approach is necessary.
The incorporation of drugs in nanoparticles increases the contact time
with the cornea, favoring ocular bioavailability and prolonged release of
the active, which allows spacing the frequency of administration, thus
improving patient adherence to treatment, and reducing adverse effects,
constituting an effective therapeutic alternative for the treatment of these

diseases.
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For this reason, the main objective of this work was
focused on the development and biopharmaceutical and toxicological
characterization of biodegradable polymeric PLGA nanoparticles (NPs),
containing Licochalcone A (Lico-A), a phenolic compound extracted
from the root of Glycyrrhiza glabra L., with anti-inflammatory
properties, functionalized with the cell penetrating peptides (CPPs)
Tet-1 and B6, evaluating its therapeutic efficacy in the treatment of
ocular inflammatory diseases. In order to prolong their stability during
storage, the obtained nanoparticles were freeze-dried. In addition, they
were incorporated into in-situ forming gels, capable of transforming into
semisolid forms in contact with the ocular surface, which presented ideal
viscoelastic, mechanical, and mucoadhesive characteristics for their

uniform distribution on the conjunctival surface.

The methodology used in the preparation (solvent displacement
method), characterization, and functionalization of the developed
nanoparticles was adequate, taking into account the physicochemical
characteristics of the drug incorporated into the polymeric matrix. The
methods for the determination of biopharmaceutical behavior and
stability studies were the most used in this field. The Lico-A PLGA NPs,
optimized by design of experiments, presented spherical shape, smooth
surface, average size less than 170 nm (163.81 nm + 2.29), with a
homogeneous particle distribution (Pl values of 0.075 + 0.010,
corresponding to monodisperse systems), negative surface charge (Zpot
of —24 mV % 1.4) and an encapsulation efficiency (EE) greater than
50 % (56.26 % + 0.16), being more stable those stored at 4 °C. The NPs
functionalized with the CPPs Tet-1 and B6 presented a smaller average
size (128.65 nm = 7.53 and 114.24 nm + 2.42, respectively), with a slight
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increase in PI, and positive surface charge, remaining EE in values
higher than 50 % in NPs functionalized with Tet-1.

Both in vitro cytotoxicity assays in cell models (Caco-2 and
RAW 264.7) and ocular tolerance (HET-CAM®) and in vivo assays in
New Zealand albino rabbits (Draize test), as well as therapeutic efficacy
assays (in ocular inflammation model) were suitable. All these studies
demonstrated that the systems developed decreased ocular inflammation,
to a greater degree Lico-A PLGA NPs functionalized with the CPP B6
compared to the other formulations developed. Furthermore, cell assays
revealed that the encapsulation of Lico-A in NPs increased anti-

inflammatory activity and reduced inherent cytotoxicity.

In conclusion, all the results obtained suggest that the Lico-A
PLGA NPs functionalized with CPPs, and the thermosensitive gels
developed, could constitute, after adequate clinical development, a new
therapeutic tool in the prevention and treatment of ocular inflammatory

processes.
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1. INTRODUCCION

1.1. ADMINISTRACION OCULAR DE FARMACOS

1.1.1. Anatomofisiologia ocular

El ojo, es una estructura delicada y compleja que constituye uno
de los érganos sensoriales mas importantes del cuerpo humano, ya que
practicamente el 80 % de los estimulos sensoriales que percibimos nos
llegan a través de la vista. Se trata de un 6rgano par y simétrico, alojado
en las orbitas (cavidades Oseas de la parte anterior del craneo). El globo
ocular tiene una forma esférica pero algo aplanada en sentido vertical

con un diametro que en el adulto alcanza alrededor de 24,5 mm.

El ojo esta compuesto por tres capas concentricas: (i) una capa
externa constituida por la cornea y esclerética; (ii) una capa media
denominada Uvea, constituida por el iris, el cuerpo ciliar y la coroides; y
(iii) la capa interna que corresponde a la retina, la membrana sensible
sobre la cual se proyectan los rayos luminosos. Estas estructuras trabajan
juntas para recibir luz reflejada de los objetos, la convierten en impulsos
eléctricos y los envian al cerebro para procesar la informacion, de esta
manera, permiten que el cerebro interprete los estimulos visuales del

entorno (Figura 1).

La cérnea es una estructura transparente, convexa y avascular
que forma la cara anterior de la capa externa del ojo, con funcion dptica
(estructura de mayor capacidad refractiva ocular) y protectora. Esta
situada por delante del iris y la pupila, que ayuda a enfocar la luz hacia
el interior del ojo. Se continda con la esclerética opaca, el otro

componente de la capa externa. La zona de transicion, donde la cdrnea
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se convierte en esclerdtica, se conoce como limbo esclerocorneal, que

es una zona muy vascularizada.

La cérnea humana esta compuesta por varias capas Yy tiene una
forma ligeramente ovalada. Su didmetro medio es de 12 mm, una
dimension comdnmente citada es 11,7 mm horizontalmente x 10,6 mm
verticalmente, con una curvatura de 8,7 mm en su parte central (Downie,
Bandlitz et al. 2021). Su grosor promedio es de 535 um en el centro y
aproximadamente 100 um mas espeso en la periferia (Brautaset, Nilsson

et al. 2013). Las capas de la cdrnea se detallan a continuacion:

- Epitelio: escamoso estratificado no queratinizado con un grosor de
aproximadamente 50 um Yy gran capacidad de regeneracion y
cicatrizacion. El epitelio corneal estd compuesto a su vez de cinco a
siete capas de células estrechamente unidas entre si, que consisten en
(i) células epiteliales escamosas superficiales y muy diferenciadas que
presentan microvellosidades con las que anclan la pelicula lacrimal; (ii)
células epiteliales suprabasales conocidas como «aladas» por las
prolongaciones similares que poseen, y (iii) una monocapa de células
epiteliales basales columnares, que dan lugar a la reproduccion celular
0 mitosis. Las células epiteliales basales se adhieren a la membrana
basal epitelial, adyacente a la membrana de Browman. El epitelio tiene
dos funciones: prevenir la entrada de sustancias extrafias y gérmenes, y
absorber oxigeno y nutrientes y luego distribuirlos a otras partes de la
cérnea. El epitelio corneal limita la penetracion de farmacos
hidrofilicos a través de la cornea debido a su hidrofobicidad y a la
presencia de proteinas de union estrecha entre las células epiteliales de

la cornea.
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- Membrana de Bowman (lamina limitante anterior): se trata de una
capa acelular de tejido transparente, situada entre el epitelio y el
estroma, por debajo de la membrana basal, con un grosor aproximado
de 8 um, formada por fibrillas de colageno distribuidas al azar. Se
encarga de mantener la integridad estructural de la cornea, ya que esta
membrana no solo actia como barrera protectora frente a la entrada de
cualquier agente extrafio, sino que ademas, confiere estabilidad a la
cérnea y contribuye a mantener su forma. Al no tener capacidad de
regeneracion, cualquier lesion en la membrana de Bowman deja como

resultado la aparicion de una cicatriz.

Estroma: es el componente mayoritario y central de aproximadamente
470 um, representa alrededor del 90 % de la densidad de la cérnea y
esta constituido por fibrillas de coldgeno, queratocitos y sustancia
fundamental. Tiene caracter hidrofilico y restringe la penetracion de
farmacos lipofilicos a través de la cornea. Esta capa es responsable de
la transparencia de la cornea. Las fibrillas de colageno forman un
entramado de laminillas entrelazadas entre si y dispuestas, en paralelo,
a la superficie corneal, manteniendo una distribucion muy regular,
formando una red de tejido conectivo de aspecto ordenado (ld&minas
corneales), gracias a la cual la cornea es transparente. Entre estas
laminillas, las uniones estrechas entre los haces de fibras de colageno,
se encuentran los queratocitos, que son las células que predominan en
el estroma. Son células aplanadas y con grandes prolongaciones. La
integridad estructural del estroma corneal es esencial para mantener la
transparencia, la refraccion y la vision saludables. La enfermedad, las
lesiones o el envejecimiento pueden debilitar el estroma de la cornea,

dando lugar a una disminucion de la transparencia y una modificacion
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de la potencia refractiva. Cuando se produce un dafio en el estroma, los
queratocitos se desplazan a la zona dafiada para provocar la formacion
de colageno y la consiguiente cicatrizacion. Estas cicatrices o
«leucomas» pierden la transparencia y, dependiendo de su ubicacion y
extensién, pueden dar lugar a una disminucién o pérdida de la agudeza
visual mas o menos importante. Las enfermedades del estroma de la
cornea, que incluyen el queratocono y la degeneracion estromal, en
muchos casos, ademas del tratamiento farmacoldgico requieren cirugia

ocular.

- Membrana de Descemet (lamina limitante posterior): es una capa
elastica de tejido membranoso (3-20 pm) producida por el
endotelio, que aumenta una micra de espesor cada 10 afios. Carece de
celulas y esta formada, principalmente, por fibrillas de colageno y
proteinas, como la laminina y la fibronectina. Esta membrana es muy
importante para mantener la fuerza de la cdrnea, permitiéndole resistir
las presiones internas y externas. Actla como una barrera protectora
contra lesiones e infecciones oculares. Funciona como adhesivo de las

células endoteliales de la membrana.

- Endotelio: esta constituido por una Unica capa de células poligonales
(3-5 pm), de forma predominantemente hexagonal, que tapizan la parte
posterior de la cornea en contacto con el humor acuoso que se encuentra
en la cdmara anterior del ojo. Son células planas, provistas de un nucleo
de gran tamafio y gran cantidad de mitocondrias, reticulo
endoplasmatico y aparato de Golgi. El endotelio constituye una barrera
semipermeable, que al ser mas permeable que el epitelio, permite la

penetracion de macromoléculas en el humor acuoso, facilitando el paso
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de nutrientes desde el humor acuoso hacia el estroma. Al mismo
tiempo, contribuye a regular la hidratacién corneal bombeando liquido
fuera de la coOrnea para garantizar asi su transparencia. Cuando
disminuye el numero de células endoteliales, ya sea por el paso de los
afios, traumatismos, cirugia o ciertas patologias, estas no pueden
regenerarse e intentan mantener su funcion mediante un aumento de
tamafio. Si se sobrepasa un umbral de pérdida en el que ya no pueden
mantener el equilibrio hidrico de la cdrnea, esta acumula agua y se
edematiza. El edema corneal es la primera causa de trasplante de cornea

en los paises desarrollados.

Se postula la existencia de una sexta capa corneal, la membrana
de Dua (Dua, Faraj et al. 2013) ubicada entre el estroma y la membrana
limitante posterior, aunque existe cierta controversia respecto a la
aceptacion de su presencia (Jester, Murphy et al. 2013, McKee, Irion et
al. 2014). Se trata de una capa fuerte y resistente con un espesor de tan
solo 15 um. Esta formada por placas de colageno que se ramifican para
formar el nucleo de una auténtica malla, conocida como malla trabecular,

principal via de drenaje del humor acuoso.

La cornea ademas de permitir la entrada de luz al ojo, protege al
iris y al cristalino frente a agentes nocivos como polvo, gérmenes, etc.
Esta estructura ademas de mantener su transparencia, resulta
indispensable que mantenga una curvatura adecuada, ya que el enfoque
de los objetos, tanto de lejos como de cerca, depende de esta

caracteristica.
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La cdérnea constituye la segunda barrera ocular (después de la
pelicula lagrimal) que limita la penetracion de sustancias exdgenas en el
0jo. Las capas que forman barreras sustanciales a la penetracion de
farmacos son el epitelio, el estroma y el endotelio. En general, la cdrnea
actia como una barrera fisica a los farmacos hidrofilicos debido a las
capas epiteliales superficiales que posee, y a los farmacos lipofilicos

debido al estroma.

La esclerdtica es una membrana resistente y opaca que constituye
la capa externa del globo ocular con funcién principalmente protectora,
aunque solo es visible en la parte anterior y popularmente se conoce
como el «blanco del ojo». Estd recubierta externamente por una
membrana mucosa transparente, la conjuntiva, que tapiza tambiéen
la cara interna de los parpados, y protege el globo ocular, manteniendo
la superficie frontal del ojo hiumeda y lubricada, evitando la entrada de
polvo o microorganismos, contribuyendo a nutrir el ojo y los parpados y
segregando la mucina que facilita la adhesion de la pelicula lagrimal a la

superficie ocular.

La Gvea, capa vascular del ojo, situada por detrds de la

esclerdtica, esta constituida por tres estructuras:

- El iris es el disco pigmentado situado en la parte frontal del globo
ocular, entre la cornea y el cristalino, y es el responsable de darle el
color a los ojos. En su centro se encuentra un orificio, la pupila, cuyo
grado de contraccion o dilatacion regula el paso de la cantidad de luz

al fondo del 0jo, con el objetivo de facilitar el enfoque de los objetos
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en la retina. El iris tiene dos musculos que contraen (miosis) o dilatan

(midriasis) la pupila.

- El cuerpo ciliar estd formado por dos estructuras: los procesos ciliares,
responsables de la produccion del humor acuoso, y el masculo ciliar,
responsable del cambio de forma del cristalino necesaria para lograr la

correcta acomodacion (enfoque).

- La coroides es una estructura membranosa que se encuentra en la capa
media del ojo, provista de abundantes vasos sanguineos, que

proporciona nutricion a las estructuras internas del mismo.

El cristalino, ubicado detras de la cornea, es un disco
transparente y elastico, capaz de modificar su forma para facilitar la
vision a diferentes distancias. Actla como una lente biconvexa
encargada de refractar la luz para permitir que los estimulos visuales
lleguen a la retina. Ademas, el cristalino contribuye a ajustar la imagen
enfocada en la retina, mediante la accion de pequefios musculos,
llamados musculos ciliares. Cuando el ojo enfoca un objeto cercano, el
cristalino incrementa su curvatura, lo que se conoce como acomodacion.
El cristalino es una estructura avascular (carece de terminaciones
nerviosas y sanguineas) formada por células en forma de largos prismas
hexagonales, apiladas unas contra otras. La composicion del cristalino es
principalmente agua (60 %) que disminuye con el tiempo, iones
minerales, particularmente potasio y fosfatos y un complejo de diferentes
proteinas unidas. En general, la densidad y dureza del cristalino aumenta

con la edad por la deshidratacién y pérdida de plasticidad progresiva que
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sufre. Por otro lado, el cristalino experimenta un cambio de coloracion

durante la vida adulta que genera una opacificacion denominada catarata.

La retina, que constituye la capa mas interna del globo ocular
(desde su insercion anterior en la ora serrata hasta el nervio optico),
consta de retina neurosensorial y epitelio pigmentario de la retina (EPR).
El EPR es la capa mas externa de la retina, formada por células cubicas
con granulos de melanina que le dan una pigmentacion. La retina
neurosensorial estd formada basicamente por varias capas de neuronas
interconectadas mediante sinapsis. Las células fotosensibles de la retina
neurosensorial son los fotorreceptores (FR), fundamentales para el
funcionamiento de la retina. En el proceso de la vision, la luz altera
pigmentos visuales de los fotorreceptores que originan una respuesta
eléctrica. Estos pigmentos visuales son metabolizados por los
fotorreceptores y el EPR durante el ciclo visual. Los FR son de dos tipos:
conos y bastones. (i) Los conos son responsables de la vision central
nitida y detallada y de la vision del color y se agrupan principalmente en
la macula, que es la parte mas sensible de la retina, y tiene millones de
fotorreceptores de este tipo estrechamente empaquetados. (ii) Los
bastones son responsables de la vision nocturna y periférica (lateral), son
mas numerosos que los conos y mucho mas sensibles a la luz, pero no
registran el color ni contribuyen a la vision central detallada a diferencia
de estos. Los bastones se localizan principalmente en las zonas

periféricas de la retina.

La mision de la retina es transformar los estimulos luminicos
procedentes del exterior, en un impulso nervioso que viaja hasta el

cerebro a través del nervio optico (primer par craneal), y se convierte en
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las imagenes que percibimos. La luz llega a través de la cornea, cruzando
la pupila y el cristalino hasta que alcanza la retina. El punto de la retina
donde convergen los rayos luminosos que pasan por las lentes se conoce

como fdvea.

En el ojo se diferencian dos segmentos anatdmicos principales:
el segmento anterior y el segmento posterior. ElI segmento anterior es
una parte del globo ocular anterior al cristalino y consiste principalmente
en la cdérnea, la conjuntiva, el iris, el cristalino, el cuerpo ciliar y la
porcion anterior de la esclerética. En este segmento se localizan dos

camaras:

- Camara anterior: limitada en su cara anterior por la cornea y en la
posterior por el iris y la pupila.

- Céamara posterior: situada entre el iris y el cristalino.

Ambas camaras estan conectadas por la abertura de la pupila 'y
llenas de humor acuoso (secretado por los procesos ciliares). EI humor
acuoso, que se reemplaza varias veces al dia, proporciona nutrientes para
el cristalino y la cornea, y mantiene la presién intraocular (Cunha-Vaz
1997).

En el segmento posterior, que contiene la coroides y la retina, se
diferencia la cAmara vitrea, situada entre el cristalino y la retina. Su
interior contiene humor vitreo (gel fluido transparente compuesto
mayoritariamente (99 %) por agua, y pequefias cantidades de cloro,
sodio, glucosa, potasio, &cido hialurénico y proteinas). Este fluido de

consistencia gelatinosa, que representa el 80 % del volumen del ojo, tiene
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una funcién protectora ya que mantiene la forma practicamente esférica
del ojo y la uniformidad de la superficie de la retina para facilitar la

recepcion nitida de las imagenes.

Segmento anterior Segmento posterior
=
Arteria central

retinal

Nervio 6ptico

Vena central retinal

Disco éptico

Figura 1. Estructura y segmentos del globo ocular.

1.1.2. Penetracién ocular

La superficie ocular es la interfase entre el ojo y el entorno. Esta
superficie provee proteccion anatomica, fisioldgica e inmunoldgica y
comprende el epitelio conjuntival palpebral y bulbar, el limbo
esclerocorneal, el epitelio corneal y la pelicula lagrimal (Holland,
Mannis et al. 2013). La superficie ocular funciona para mantener la
claridad optica de la cérnea, sirve como superficie refractiva para una
proyeccion precisa de la luz a través de los medios oculares y

proporciona proteccion a las estructuras del ojo contra toxinas, traumatis-
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mos y microbios, cuya pérdida de su integridad puede comprometer las
funciones protectoras, dando lugar a diversas formas de disfuncién

corneal y conjuntival.

Un tratamiento ocular eficaz implica que el farmaco alcance el
lugar de accién a concentracion terapéutica, manteniéndose en el tejido
diana el tiempo necesario para ejercer su accién. La instilacion del
farmaco en la superficie ocular (via topica) es la via de administracion
habitual, ya que es una via cdmoda que, a diferencia de la via periocular
(subconjuntival, subtenoniana y retrobulbar) o intraocular (intracameral
e intravitrea), permite la administracion del farmaco por el propio
paciente, asegurando la méaxima liberacion del principio activo en el
tejido afectado. Sin embargo, dado que un farmaco administrado por via
ocular debe atravesar varias barreras para ejercer su accién a nivel de la
camara anterior o posterior del 0jo, solo un porcentaje inferior al 5 % de
la dosis inicial del activo es capaz de atravesar la cornea y alcanzar los
tejidos intraoculares, ya que la mayor parte, arrastrada por la lagrima, se
absorbe sistémicamente por via nasal. El limitado tiempo de residencia
del medicamento en la superficie ocular, debido al recambio lagrimal,

conduce a un aporte insuficiente de farmaco a los tejidos intraoculares.

Las diferentes barreras del ojo (corneal, hemato-acuosa y
hemato-retiniana), que lo protegen de la entrada de sustancias toxicas y
mantienen el control homeostatico, actian desfavorablemente en la
administracion ocular de farmacos, ya que dificultan su paso a los tejidos
intraoculares a concentracion terapéutica eficaz, lo que conduce a una

baja biodisponibilidad del farmaco en el lugar de accion.

13



1. INTRODUCCION

La lagrima humana tiene un volumen total de alrededor de
7~30 uL (segun la frecuencia de parpadeo y el volumen del saco
conjuntival). Debido a la répida tasa de renovacion lagrimal
(de 0,5~2,2 uL/min) y el tiempo corto de restauracion (entre 2~3 min)
de la pelicula lagrimal (Worakul and Robinson 1997), las formulaciones
en gotas oculares se lavan rapidamente y drenan en el conducto
nasolagrimal después de la instilacion, ademas de favorecer la unién de

las moléculas del farmaco a las proteinas lagrimales.

La pelicula lagrimal es originada por lagrimas, que aunque estan
compuestas en un 98,2 % de agua, el 1,8 % restante contiene solutos
como electrolitos (sodio, potasio, magnesio, calcio, cloro y bicarbonato),
diferentes tipos de proteinas (albumina, inmunoglobulinas, lisozima,
lactoferrina, betalisina y prostaglandinas) y otros compuestos tales como
glucosa, colesterol, vitamina A y C, y factores de crecimiento, entre
otros, que son de suma importancia para promover la curacién y combatir

infecciones, ayudando a mantener la salud de la superficie ocular.

La pelicula lagrimal, el primer obstaculo al que se enfrentan los
exogenos y farmacos de administracion topica, es una fina capa liquida
que cubre la cornea y la conjuntiva, es decir, se encuentra en contacto

con el aire. Consta de tres capas delgadas (Figura 2):

- Capa lipidica: es la mas externa, tiene un espesor entre 0,1y 0,2 umy
se caracteriza por ser de naturaleza oleosa, lo que reduce la velocidad
de evaporacion las lagrimas, favoreciendo la humectacion de la

superficie del ojo y facilitando el parpadeo. Otra de sus funciones es
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aumentar la tension superficial y mantener la estabilidad de la pelicula

lagrimal.

- Capa acuosa: es la capa intermedia y de mayor espesor, formada, entre
otros componentes, por sales, proteinas, glucosa y electrolitos. Su
principal funcion es proporcionar oxigeno a la cornea y limpiarla de
agentes externos. Ademas, esta capa posee ciertas sustancias

antibacterianas, lo que protege al ojo de posibles infecciones.

- Capa mucinica o mucinosa: es la capa mas fina, mas interna y la mas
proxima a la cornea. Esta masa mucosa se produce en las células
caliciformes de la conjuntiva, disminuye la friccion y cambia la
polaridad del epitelio (de lipofilo a hidréfilo), favoreciendo la extension
de la capa acuosa sobre el epitelio de la cornea.

e

Capa acuosa I

1 2y ot
Pt g Hy 1N )

Capa de mucina

Figura 2. Estructura de la pelicula lagrimal.
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La barrera corneal, representada por el epitelio corneal, restringe

la entrada de farmacos hidrosolubles en la cérnea y en el humor acuoso.

La barrera hemato-acuosa, limita la entrada de sustancias desde
la sangre al humor acuoso. El epitelio del iris y el cuerpo ciliar bombean

farmacos de caracter anionico desde el humor acuoso hacia la sangre.

La barrera hemato-retiniana, constituida externamente por el
EPR y lamembrana de Bruch, e internamente por las células endoteliales
de los capilares retinianos, limita la entrada de farmacos en el ojo
procedentes de la circulacion sistémica. La presencia de uniones
estrechas entre las células del EPR y del endotelio vascular es esencial
para el control del transporte de activos y para prevenir la entrada de

moléculas toxicas y componentes del plasma en la retina.

Otros factores ejercen una accion protectora secundaria tales
como: la avascularizacion de la cornea, que reduce practicamente el
tratamiento por via sistémica a las alteraciones del polo posterior o la
respuesta fisiologica midriatica y midtica de la pupila, que puede limitar
el paso del principio activo de la camara anterior a la cAmara posterior

del ojo.

Los activos administrados por via topica se absorben a través de
dos rutas: corneal o no corneal (Figura 3). El epitelio corneal permite el
paso de activos hidrofobicos de pequefio tamafio (PM > 100 Da) a través
de las células epiteliales por difusion (ruta transcelular) y el de sustancias

hidrofilicas entre los espacios celulares (ruta paracelular). ElI resto de
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activos se eliminan a través de la malla trabecular por el canal de
Schlemm hacia la circulacién sanguinea sistémica (via convencional), o
a través del iris hacia el tejido uveoescleral y posteriormente hacia la
circulacién sanguinea sistémica. Una menor proporcién de farmaco (de
10 — 100 veces inferiores que en el humor acuoso y cornea), alcanza la
camara posterior a través del iris mediante difusion a través del flujo de

humor acuoso.

Los farmacos con baja permeabilidad corneal (elevado peso
molecular) penetran en el ojo a través de la conjuntiva y/o la esclerética
(ruta conjuntival-escleral), alcanzando el humor vitreo por difusion
pasivay mecanismos de transporte activo, eliminandose a través del EPR
y las células endoteliales capilares retinianas (barrera hematorretiniana)
0 a través de la circulacion coroidea hacia el flujo sanguineo sistémico.
Esta ruta proporciona una concentracion de farmaco 20 veces inferior en

la camara anterior que la ruta de absorcién corneal.

17



1. INTRODUCCION

[°td-

[eunsajuronses 0joeI] -
a3uure -

SI[BWILIOR] SB[NPUR[D)-
0SONoe IOWNH-

BunUIy

[eld-

[eunjsajuronsed ojoel] -
oSuLre -

so[euride| senpugn-
seurajoxd g ugru()-
OJTJRWIZUD OWIST[OGBIIA-
[ewISe] OjuLTWEIR[OY -

IB[NOO UQIOR[NII)

sare[nooenur sopifd,

uoreunUIy
SOpI0I0)) 0SONOE IoWNy
rAnunfuo)- BIS[OSH IOLIOJUE BIEWIED)
[eseN-
eAanunfuo) BIWIOD
BUIIXEJA [EoUI0D-0U BINY [eawI0d By
BOTUI)SIS Ie[noo
uQIoIosSqy UOIDIOSqQY
5 \ /
B. > / AL D
m. m. AJ /,/4
[eaurosaxd ugroruTI g [ewiSe| gnorRg s 2 Aﬁd,\\.@k
e li=) £
2 & A
& ]
g " 2

Figura 3. Rutas oculares de absorcion y eliminacién de farmacos.
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1.2. INFLAMACION EN EL SEGMENTO ANTERIOR DEL
oJO

Los trastornos que ocurren en el segmento anterior incluyen
cataratas, 0jo seco, glaucoma, inflamaciones, infecciones, enfermedades
hereditarias y degenerativas, anomalias congénitas y del desarrollo,
tumores, lesiones, traumatismos Yy manifestaciones oculares de

enfermedades sistémicas.

A modo general, la inflamacién (Figura 4), indicada por los
signos cardinales de enrojecimiento, hinchazon, dolor, calor y alteracion
de la funcion, es una respuesta del sistema inmune que desencadena
fenomenos moleculares, celulares y vasculares con la finalidad de
detectar, aislar y eliminar agresiones fisicas, quimicas o biologicas
(finalidad defensiva). Los mastocitos, que se activan frente a una
agresion, contienen en su citoplasma granulos con mediadores de la
inflamacién, liberandolos junto con otros de caracter lipidico. Esta
respuesta se inicia en la membrana del mastocito con activacion de la
adenilato-ciclasa (AC) y fosfolipasa A2 (PLA2). La AC incrementa la
concentracion de adenosin monofosfato ciclico (CAMP), mientras que la
PLA:, ataca a los lipidos de membrana produciendo acido araquiddnico,
incrementando también la permeabilidad de membrana al Ca*™ (aumento
de su concentracion en el citoplasma). Ambos incrementos determinan
la formacion de microtdbulos y el movimiento de los granulos
citoplasmaticos a la membrana, produciéndose la liberacion de los
mediadores de la inflamacidn al espacio extracelular: histamina, enzimas
proteoliticas (productoras de quininas), factor quimiotéactico del

eosinofilo, factor quimiotactico del neutréfilo y heparina. El acido
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araquidonico formado, puede seguir dos vias metabolicas, la de la
enzima ciclooxigenasa que determina la produccion de prostaglandinas
(PG), prostaciclinas y tromboxanos (TX), y la de la lipooxigenasa que
conduce a la formacion de leucotrienos (LT) y lipoxinas (Nair,
Thankachen et al. 2021).

W -Vasodilatacion.
Prostaglandinas -Dolor.

-Inflamacion.

-Antiagregante plaquetario.
Prostaciclinas -Vasodilatacion.
-Aumento de la permeabilidad capilar.

MEMBRANA
CELULAR

Viade la
(ECiclooxigenasa

-Trombosis.

Tromboxanos -Agregacion plaquetaria.
-Vasoconstriccion.

@PLA,

Fosfolipidos Acido araquidénico

-Quimiotaxis.

-Exudacion de plasma.

-Agregacion de leucocitos.

-Aumento de la permeabilidad vascular.

Leucotrienos

Viade la
@ Lipooxigenasa

-Inhibici6on de la agregacion leucocitaria.

Lipoxinas L L
-Inhibicion de la quimiotaxis.

Figura 4. Derivados del &cido araquidonico en la cascada de la
inflamacion.

La inflamacion ocular es una condicion causada por una
infeccion, alergia, traumatismo o irritacion quimica. Los sintomas
pueden incluir enrojecimiento, dolor, sensibilidad a la luz, lagrimeo,

secrecion ocular y vision borrosa. El proceso de reparaciony aislamiento
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del agente que provoca la lesion en el tejido se produce por el
desencadenamiento de la produccién de factores de crecimiento,
citoquinas y el trauma, estimulandose la enzima PLA:2, que da lugar a la
sintesis de eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos)
que regulan procesos inmunopatolégicos e inflamatorios, mediante
distintas respuestas fisioldgicas, homeostasis vascular y agregacion
plaquetaria (Dennis and Norris 2015, Dammak, Pastrana et al. 2023).

Las enfermedades inflamatorias que afectan al globo ocular y a
la Orbita, incluyen la uveitis, escleritis, queratitis y la patologia
inflamatoria  orbitaria.  Estas  enfermedades pueden afectar
exclusivamente a las estructuras oculares o bien formar parte de una

enfermedad sistémica.

La uveitis (Figura 5) clasicamente hace referencia a un conjunto
de problemas inflamatorios intraoculares que afectan una o mas
estructuras de la Uvea o tunica vascular (conjunto de estructuras oculares
gue forman una capa pigmentada y controlan funciones del ojo como la
adaptacion a los diferentes niveles de luz o a las distancias de los objetos)
(Kesav, Palestine et al. 2020). La Uvea es la capa media del ojo que se
encuentra debajo de la esclerotica, formada por el iris (que funciona
como el diafragma de una camara fotografica, regulando la cantidad de
luz que penetra en el 0jo), el cuerpo ciliar (que genera el humor acuoso
y modifica la forma del cristalino, permitiendo el enfoque y, por tanto,

la visién a distintas distancias) y la coroides (capa profusamente
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irrigada de vasos sanguineos y células pigmentadas, que proporciona
oxigeno a la retina). Aunque el término uveitis se ha ampliado a la
inflamacion de las estructuras intraoculares adyacentes, como la retina,

el humor vitreo y el nervio dptico (Denniston and Murray 2014).

Inyeccion
periqueratica

Figura 5. Signos de uveitis anterior.

La uveitis es una de las principales causas de discapacidad visual
grave y ceguera. En los paises desarrollados es la quinta o sexta causa
principal de ceguera, representando entre el 10 —15 % de todos los casos;
mientras que en los paises en vias de desarrollo representa el 25 %. A
diferencia de otras enfermedades oftalmicas, como el glaucoma o la
degeneracion macular relacionada con la edad, que generalmente afectan

a las poblaciones de edad avanzada, la uveitis puede ocurrir en todos los

22



1. INTRODUCCION

grupos de edad y, a menudo, afecta a adultos jovenes (20 — 50 afios)
(Joltikov and Lobo-Chan 2021, Chen, Kong et al. 2023).

La uveitis se puede clasificar:

- Segun la localizacion anatémica:

a)

b)

d)

Uveitis anterior: es la forma mas frecuente, y se da cuando la
inflamacion se origina en el iris 0 en el cuerpo ciliar. A su vez, se
divide en nueve tipos diferentes, incluyendo iritis, iridociclitis,
uveitis ciliar, corioretinitis, coroiditis, sindrome de oclusion de la
vena central de la retina, queratouveitis, sindrome de Fuchs y

uveitis sifilitica.

Uveitis intermedia: se refiere a la inflamacién que afecta
principalmente al humor vitreo o sustancia gelatinosa presente en
la camara vitrea del ojo. A veces también se la

denomina vitritis o pars planitis.

Uveitis posterior: es la inflamacion que afecta las capas
posteriores del ojo, como la coroides (coroiditis) o la retina
(retinitis). También puede afectar a los vasos sanguineos de la

retina, este trastorno recibe el nombre de vasculitis.

Panuveitis: también denominada uveitis difusa. Es el término que
describe la presencia de inflamacién tanto en la parte anterior

como en la posterior del ojo.
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- Segun la lesion anatomopatoldgica puede ser: granulomatosa o no

granulomatosa.

- Segun la evolucidn puede ser: aguda, crénica o recidivante.

- Segun la etiologia puede ser diversa: autoinmune, infecciosa,

traumatica, sindrome de enmascaramiento, idiopéatica, exdgena o

enddgena, siendo las tres primeras las mas habituales.

a)

b)

Autoinmune: el sistema inmune es un sistema de defensa del
organismo frente a patdgenos extrafios, como las bacterias o los
virus. Cuando el sistema inmunitario falla, no distingue lo
«propio» de lo «extrafio» y ataca el propio cuerpo, en este caso,
el 0jo. A menudo la inflamacién se limita al ojo, pero puede estar
asociada con otros trastornos médicos autoinmunes. Algunas
personas tienen predisposicion genética a desarrollar ciertas
enfermedades autoinmunes, lo que a la vez se traduce en un
mayor riesgo de desarrollo de uveitis. Dichas enfermedades
incluyen la espondilitis anquilosante, la colitis ulcerosa, la

enfermedad de Crohn o la psoriasis, entre muchas otras.

Infecciosa: resulta menos frecuente que la inflamacion esté
asociada a una infeccion. Virus, bacterias o parasitos pueden
acceder al interior de la cavidad ocular y provocar una infeccion.
Existen algunos virus como el herpes, que una vez resuelta la
infeccion, pueden persistir y en un momento determinado son

capaces de reactivarse y producir un nuevo episodio inflamatorio.
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c) Traumatica: cualquier traumatismo ocular, incluida la cirugia

ocular, puede conducir al desarrollo de una inflamacién.

Los sintomas dependeran principalmente del tipo de uveitis. No
todos los signos y/o sintomas deben estar presentes a la vez. En el caso
de la uveitis anterior, se manifiesta por enrojecimiento, dolor o
sensibilidad a la luz e incluso vision borrosa. Mientras que la uveitis
intermedia y posterior normalmente no presentan sintomas de dolor a no
Ser gue se asocien con una uveitis anterior. En muchos casos, se aprecia
la presencia de «moscas volantes» (puntos negros y/o telarafias) y
pérdida o distorsion de la vision. Dichos sintomas pueden aparecer de
manera repentina y durar solo unas semanas o pueden aparecer de forma
gradual durante un periodo de varias semanas y durar incluso meses. En
su mayor parte, los casos de uveitis anterior son agudos y se presentan
de manera recurrente, alternandose con periodos de inactividad entre

brotes.

Patogenéticamente, la distincion entre uveitis infecciosa y no
infecciosa (autoinmune) no es muy clara, ya que, en ambos casos, los
procesos de dafio tisular y las células involucradas pueden ser muy
similares. Ademas, a veces puede ser dificil determinar si el dafio al
tejido se puede atribuir directamente al agente infeccioso o a las
respuestas inmunitarias inducidas en el huésped contra ese organismo.
Dado que la enfermedad infecciosa latente estd tan extendida, existe
incluso la posibilidad de que la uveitis autoinmune (y la enfermedad
autoinmune en general) pueda desencadenarse por los efectos
adyuvantes de los organismos albergados por el huésped (Forrester
2010).
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El tratamiento puede incluir gotas oculares, inyecciones
intravitreas, medicamentos orales o incluso cirugia. Los pacientes con
uveitis deben recibir seguimiento regular para prevenir complicaciones

potencialmente graves, como la ceguera.

La terapia principal para el control de la inflamacion en la uveitis
se basa en el uso de corticosteroides topicos, perioculares, intravitreos o
sistémicos. Los agentes anti-prostaglandinas topicos y sistémicos tienen
efectos minimos sobre la inflamacidn intraocular, y ninguna otra clase
de agentes antiinflamatorios tiene un efecto inmediato sobre la
inflamacion. La administracion localizada de corticoides minimiza los
efectos adversos sistémicos al mismo tiempo que maximiza la
administracion del farmaco y normalmente incluye el enfoque de
inyeccion periocular e intravitrea (Sen, Vitale et al. 2014); sin embargo,
estos farmacos pueden inducir efectos adversos a nivel ocular como la
hipertensién ocular y el glaucoma, que deben considerarse en

tratamientos prolongados (Daniel, Pistilli et al. 2017).
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1.3. LICOCHALCONAA

Actualmente, los antibi6ticos y muchos otros medicamentos en
el mercado producen reacciones no deseadas, cierto grado de toxicidad,
sumandose ademas el problema de la aparicion de microorganismos
patdgenos resistentes (EI-Saber Batiha, Magdy Beshbishy et al. 2020).
En este sentido, las plantas medicinales y sus metabolitos naturales,
como fuente importante para descubrir nuevas moléculas farmacéuticas,
han ganado una mayor aceptacion debido a la percepcion de que estas
plantas, como productos naturales, tienen menos efectos secundarios y
mayor eficacia en comparacion con sus contrapartes sintéticas, siendo de
gran interés para el tratamiento de enfermedades y cuidado de la salud
humana (Sharma, Katiyar et al. 2018, Orozco, Vazquez-Hernandez et al.
2019).

El género Glycyrrhiza (Leguminosae), que consta de
aproximadamente 30 especies y proviene de los vocablos griegos,
acufiados por el médico griego del primer siglo Dioscorides, yivkig
glykys, que significa «dulce», y pilo rizo (este de piloua rizoma), que
significa «raiz» (Grieve 2015), es también conocido como regaliz
(Gan-Cao en chino), cuya raiz, ademas de ser empleada en la industria
alimentaria como aromatizante y edulcorante natural, ha sido
ampliamente usada en la medicina tradicional asiatica, definida como
«progenitor de las hierbas» y se encuentra en numerosas formulas
tradicionales (Taufel 1996, Friis-Mgller, Chen et al. 2002, Zhang and Ye
2009) para el tratamiento de diversas enfermedades como Ulcera gastrica
y duodenal (Chang and But 2014), hepatitis C (Arase, Ikeda et al. 1997),

asma bronquial, enfermedades de la piel (Olukoga and Donaldson 2000),
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tos, resfriados e influenza (Pastorino, Cornara et al. 2018) y como
potencial terapéutico para el tratamiento del Coronavirus 2019 (COVID-
19) (Chen, Hu et al. 2020, Luo, Liu et al. 2020, Murck 2020). Ademas,
estudios clinicos y experimentales indican que poseen muchas otras
propiedades farmacologicas como emoliente, antiinflamatorio,
antioxidante, antiviral, antimicrobiano, anticancerigeno,
inmunomodulador, hepatoprotector y cardioprotector (Numazaki 2003,
Mukhopadhyay and Panja 2008, Li, Chen et al. 2014).

El regaliz es una hierba perenne que tiene una altura de 70 a
200 cm, que en la actualidad es ampliamente cultivada en toda Europa,
Medio Oriente y Asia, aunque originaria de la region mediterranea, del
centro al sur de Rusiay de Asia Menor a Iran. Las partes comercialmente
importantes de la planta, de las que se preparan los extractos, son las
raices largas y enredadas y los tallos subterraneos que se encuentran al
ras del suelo (Fenwick, Lutomski et al. 1990). Su cultivo fue registrado
por primera vez por Piero de Cresenzi de Bolonia en el siglo XIII. Las
raices cultivadas se cosechan después de tres o cuatro afios de
crecimiento. Estas y los estolones contienen glicirricina (también
conocida como acido glicirricico o glicirricinico, alrededor del 59 % en
peso), un compuesto que es unas 50 — 170 veces mas dulce que la

sacarosa (Mukhopadhyay and Panja 2008).
La raiz de regaliz contiene saponinas triterpenoides (42,4 %),

principalmente glicirricina, una mezcla de sales de potasio y calcio del

acido glicirricico; flavonoides (0,1 %), principalmente las flavanonas
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liquiritina y liquiritigenina, chalconas, isoliquiritina, isoliquiritigenina e
isoflavonoides (formononetina); aminas (1,2 %), asparagina, betaina y
colina; aminoéacidos; 31,5 % de glucosa y sacarosa; almidén (23,0 %);
polisacaridos (arabinogalactanos); esteroles (b-sitosterol); cumarinas
(glicerina); resina; y aceites volatiles (0,0047 %) (Bruneton 2016, Tang
and Eisenbrand 2013). Sin embargo, la composicion exacta varia mucho
segun la especie, las condiciones de cultivo, el entorno de crecimiento,
las técnicas de recoleccidon y procesamiento, etc., pudiendo afectar el
contenido de metabolitos secundarios y sus propiedades terapéuticas
(Zhang and Ye 2009, Oloumi and Hassibi 2011, Ahmadi Hosseini,
Kazem Souri et al. 2014). De acuerdo con los resultados de un estudio
de regaliz de Moldavia, el contenido de glicirricina, azUcares y extractos
aumentaron con la edad de la planta, siendo mas elevados en las raices
horizontales y pivotantes. Los niveles maximos se encontraron en los
periodos mas calurosos del afio, que también correspondian a la
terminacion de la floracion. En base a esto se sugiere que las raices se
deben recolectar al final de la tercera temporada (Fenwick, Lutomski et
al. 1990).

Glycyrrhiza glabra, G. uralensis y G. inflata son las especies mas
comunes de este género, estdn reconocidas oficialmente en la
farmacopea china y son las especies generalmente empleadas en el

comercio (Gongheguo 2000).

Las aplicaciones terapéuticas modernas de la raiz de regaliz se
sustentan en base a su uso en sistemas bien establecidos de medicina
tradicional, en investigaciones fitoquimicas bien documentadas, en

acciones farmacoldgicas reportadas en estudios invitro e invivo en
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animales y en estudios clinicos en humanos. Ademas, de su uso reciente
en el sistema de liberacion de farmacos, especialmente en el enfoque de
la nanomedicina, aplicacion cosmecéutica y veterinaria (Alagawany,
Elnesr et al. 2019, Ciganovi¢, Jakimiuk et al. 2019, Rani, Devi et al.
2021, Bisht, Rashid et al. 2022).

Los flavonoides que forman parte de una importante clase de
productos naturales, se encuentran ampliamente distribuidos en el reino
vegetal, donde brindan proteccion UV y color a sus productores. Estos,
dependiendo de sus estados oxidativos y sustituyentes, se pueden
clasificar en chalconas, flavonas, isoflavonas, flavanonas, flavonoles,
dihidroflavonoles, isoflavonoles, auronas, neoflavonoides vy
antocianidinas (Zhou, Yang et al. 2021). La mayoria de estos
compuestos comparten un esqueleto Ce—C3—Cs que consta de dos anillos
aromaticos A 'y B y un anillo de (dihidro)benzopirano C, adyacente a A
y se derivan de tres malonil-CoA y un cinamoil- o p-cumaroil-CoA
(Harborne and Williams 2001).

Quimicamente las chalconas son 1,3-diaril-2-propen-1-onas,
donde los anillos A y B estan unidos por un puente de carbonilo
insaturado de tres carbonos (Figura 6) (Zhou, Yang et al. 2021),
pudiendo modificarse por prenilacion, lo que a menudo aumenta la
lipofilicidad y mejora su afinidad por las proteinas y las membranas

celulares, y por lo tanto la actividad bioldgica.
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@)

Figura 6. Estructura quimica de las chalconas.

Las chalconas muestran una amplia gama de actividades
biolégicas y farmacoldgicas, incluidas actividades antibacterianas,
antiflngicas, antivirales, citotoxicas, antitumorales, antiinflamatorias y
antialérgicas (Harborne 2017) . Algunas de ellas también se consideran
candidatas potenciales para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas y enfermedades vasodilatadoras (Harborne and
Williams 2001).

Las licochalconas (Zhang, Zhou et al.) son chalconas oxigenadas
aisladas de la raiz de regaliz, que presentan actividad antiparasitaria y
antitumoral y parece interferir con la respiracion mitocondrial (Park, Ji
et al. 2021). Se han clasificado, segin sus estructuras quimicas, en
licochalcona A, B, C, D, E, Fy G. Las licochalconas A y B se aislan
principalmente de G. glabra L. (Saitoh and Shibata 1975), mientras que
las licochalconas C y D de G. inflata (Kajiyama, Demizu et al. 1992,
Haraguchi, Tanimoto et al. 1998). Se ha informado que G. glabra L.

muestra una actividad antiinflamatoria similar a una hormona esteroide
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(hidrocortisona) al inhibir la actividad de la enzima fosfolipasa Az, que
es crucial para varios procesos inflamatorios. Ademas, un estudio in vitro
demostrd que suprime la actividad de la ciclooxigenasa y la formacion
de prostaglandina Ez, inhibiendo indirectamente la agregacion
plaquetaria (Harwansh, Patra et al. 2011).

La licochalcona A (Lico-A), pigmento natural de color marron
amarillento, es el principal compuesto fendlico extraido de Glycyrrhiza
glabra L. (familia: Fabaceae) Tabla 1, con una estructura molecular
caracteristica (3-dimetilalil-4,4’ -dihidroxi-6-methoxichalcona) Tabla 2,
posee una unidad prenilo en el C-5 del anillo B (Figura 7). Se puede
describir quimicamente como una cetona bisfendlica a,B-insaturada
(esqueleto de chalcona) sustituido con dos grupos hidroxilo fendlicos, un
resto metoxi y una cadena lateral isoprenoide (Souza, de Carvalho et al.
2020).

Tabla 1. Clasificacion cientifica de Glycyrrhiza glabra L.

Taxon Nombre
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Fabales
Familia Fabaceae (Leguminosae)
Género Glycyrrhiza
Especie Glycyrrhiza glabra L.
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Tabla 2. Nombre IUPAC, férmula quimica y peso molecular de Lico-A.

Nomenclatura IUPAC Formula Quimica Peso Molecular
(E)-3-[4-Hidroxi-2-metoxi-5-(2-
metilbut-3-en-2-il) fenil]-1-(4- C21H2204 338,39 g/mol

hidroxifenil) prop-2-en-1-ona

Se cree que desempefia una funcion importante en el sistema
inmune de las plantas, ayudando a combatir las infecciones y protegerlas
de dafios. La Lico-A es usada como colorante alimentario y en la
industria del tabaco; asi también, diversos estudios demuestran que esta
sustancia quimica, posee actividad antiinflamatoria, antioxidante,
anticancerigena, antimicrobiana, antiviral, antimicobacteriana y
antilegionella, antileishmanial y osteogénica (Chen, Christensen et al.
1993, Friis-Mgller, Chen et al. 2002, Yoon, Jung et al. 2005, Gatta
Daniela, Franceschelli et al. 2019, Souza, de Carvalho et al. 2020, Li,
Xie et al. 2022). Ademas, también se ha demostrado que esta sustancia
tiene un efecto protector contra el dafio inducido por los radicales libres
en el organismo. Estudios recientes reportan una funcién farmacologica
con actividad antiinflamatoria (Yang, Lee et al. 2018), como
antiinflamatorio en el modelo de enfermedad de Parkinson (Huang, Liu
et al. 2017), inmunoterapia contra el cancer (Yuan, Jiang et al. 2021) y
enfermedad de Alzheimer (Lee, Chiu et al. 2018). También se ha
investigado como un tratamiento potencial para afecciones inflamatorias
de la piel como la rosacea eritematosa, la psoriasis, la dermatitis atopica
y el acné (Weber, Ceilley et al. 2006, Yang, Lee et al. 2018).
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En la industria cosmética, la Lico-A se ha utilizado ampliamente
en productos para mejorar la apariencia de la piel, protectores solares,
entre otros, y se continla estudiando como inhibidores de la
melanogeénesis y cosméticos blanqueadores (Hong, Cao et al. 2018,
Wang, Xue et al. 2021, Puaratanaarunkon and Asawanonda 2022).

Figura 7. Estructura quimica del producto natural Licochalcona A.

Dentro de la amplia gama de actividades bioldgicas que posee la
Lico-A, las propiedades antiinflamatorias tienen interés para su

evaluacion en procesos inflamatorios oculares.

Recientemente, varios estudios han demostrado que la Lico-A
puede tener un efecto antiinflamatorio en el ojo. Li et al. (2021)
reportaron que la Lico-A suprimid la fosforilacion de p38 y la liberacion

de factores pro-inflamatorios como el factor de necrosis tumoral
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(TEN-a), la interleucina 1B (IL-1B) y la interleucina 6 (IL-6) en modelos
animales con neuropatia crénica (Li, Yu et al. 2021). Experimentos
llevados a cabo por Bisht et al. (Bisht, Rashid et al. 2022), han puesto de
manifiesto que la Lico-A, tiene la capacidad de inhibir la produccion de
oxido nitrico (NO), IL-6 y PGE2. En este mismo sentido, otro estudio ha
demostrado que la Lico-A inhibi¢ la transicion endotelial-mesenquimal
(EndMT), implicada en la patogénesis de la neovascularizacion coroidea
(CNV), a través de la via de sefalizacion PI3BK/AKT en modelos
animales de CNV inducida por laser, aliviando la CNV que puede ser
secundaria a la enfermedad inflamatoria ocular (Zhang, Zhou et al.
2023). Estos resultados indican que la Lico-A puede ser potencialmente
atil como tratamiento antiinflamatorio para la uveitis y otras

enfermedades inflamatorias oculares.
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14. SISTEMAS DE LIBERACION PROLONGADA DE
FARMACQOS

Los sistemas de liberacion prolongada son formas de dosificacion
que permiten la liberacion del farmaco de forma sostenida y controlada
a lo largo del tiempo, a una velocidad y/o en una localizacién
determinadas, asegurando una biodisponibilidad adecuada Yy
garantizando un correcto efecto terapéutico en el paciente. Estos sistemas
mejoran por tanto, la eficacia terapéutica y la seguridad del
medicamento, ya que disminuyen los efectos adversos asociados a la
terapia empleada. Ademas, minimizan la degradacion del principio
activo e incrementan la vida media del farmaco en el interior del érgano

diana.
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(D) Nanoemulsion (E) Nanoparticula

Figura 8. Representacion esquematica de los nanotransportadores
clasicos.
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En general, los nanotransportadores utilizados como sistemas de
administracion de farmacos incluyen liposomas, micelas, dendrimeros,

nanoemulsiones y nanoparticulas (Figura 8).

1.4.1. Nanoparticulas poliméricas en tratamientos oculares

Los tejidos extraoculares o intraoculares constituyen los
objetivos terapéuticos de los farmacos para tratar las enfermedades
relacionadas con el segmento anterior del ojo. De esta manera, si el
objetivo es aliviar los signos y sintomas causados por trastornos
inflamatorios de la superficie ocular de la cornea y conjuntiva, como el
sindrome del ojo seco y enfermedades alérgicas, se debe pensar en
mejorar la biodisponibilidad en tejidos extraoculares. Por el contrario, si
la finalidad es tratar infecciones y enfermedades complejas que
amenazan la vision tales como el glaucoma o la uveitis (inflamacion
intraocular), el enfoque seria incrementar la biodisponibilidad en tejidos

intraoculares.

Es necesario precisar que, ademas de la absorcion corneal, los
farmacos administrados topicamente pueden absorberse en el segmento
anterior a través de una via no corneal: la via de la conjuntiva/esclerotica,
ya que la conjuntiva tiene un area de superficie mayor que la cérnea
(17 frente a ~ 1 cm?) (Watsky, Jablonski et al. 1988, Wang and Wang
2022). La conjuntiva es una barrera limitante de la velocidad de
permeacion de farmacos solubles en agua (Ahmed, Gokhale et al. 1987,
Prausnitz and Noonan 1998) debido a la rapida eliminacion del farmaco
por el flujo sanguineo y linfatico conjuntival. Los farmacos que logran

evadir la eliminacion conjuntival, penetran a través de la esclerdtica para
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alcanzar el segmento anterior (via transescleral). En esta via, debido a la
gran superficie de la esclera y una permeabilidad relativamente mas alta
que la cdrnea, el tamafio de las moléculas resulta mas importante para la

permeacion transescleral que su lipofilia (Janagam, Wu et al. 2017).

Como ya se menciono anteriormente, las formulaciones topicas
oculares convencionales se aplican en la porcion anterior del ojo, aunque
la mayor parte se pierde debido a su mecanismo defensivo (drenaje
lagrimal por lagrimeo basal y reflejo). Por este motivo, se continta
dirigiendo mucho esfuerzo, con el desafio de lograr una concentracion
adecuada y mayor retencién de la dosis aplicada en la superficie ocular
y, por consiguiente, un mejor efecto terapéutico y disminucion de los

efectos adversos locales y/o sistemicos.

En este sentido, la formulacion de sistemas de administracion
ocular centrandose en la biodisponibilidad ocular mejorada y el efecto
prolongado del farmaco en los tejidos diana, es una herramienta
terapéutica necesaria. Con el desarrollo de un sistema de administracion
de farmacos oftalmicos, que eluda los problemas asociados con los
sistemas convencionales y proporcione las ventajas de la administracion
dirigida del medicamento durante periodos de tiempo prolongados y sea
facil de usar para el paciente, se podria contribuir con un enfoque
alternativo a la necesidad de altas dosis y al uso de tratamientos invasivos
(inyecciones intraoculares). Todas estas ventajas se describen en la
literatura con el uso de nanoparticulas. Cabe resaltar que también se han
desarrollado otras estrategias para la administracion ocular prolongada
de farmacos en el segmento anterior como lentes de contacto con activos

y sistemas basados en nanoobleas (Janagam, Wu et al. 2017).
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Las nanoparticulas (NPs) son sistemas dispersos, de tamafio
nanométrico de particulas solidas, que segun su uso, pueden 0 no
contener farmaco. Estas tienen grandes areas superficiales y pueden estar
preparadas con diferentes tipos de materiales. Cuando se requiere
administrar NPs en el tratamiento de un paciente, es muy importante que
los componentes del sistema nanoestructurado sean inocuos. De todos
estos sistemas, las NPs poliméricas son los sistemas coloidales de
caracteristicas mas biodegradables y biocompatibles existentes, con
tamafios entre 10 y 1000 nm (Kumari, Yadav et al. 2010). En la
bibliografia se describen sistemas de liberacion controlada obtenidos a
partir de dispersiones solidas del farmaco con polimeros biodegradables
formadores de sistemas matriciales, entre ellos, el acido poli lactico
(PLA), el éacido poli lactico-co-glicolico (PLGA), etilcelulosa o
copolimeros metacrilicos, que dan lugar a sistemas matriciales inertes, o
polimeros como la hidroxipropil metilcelulosa (HPMC) o el alcohol
polivinilico (PVA) que originan sistemas matriciales hidrofilos.
También es posible encontrar una combinacion de ambos tipos de

sistemas.

Las nanoparticulas se subdividen en dos categorias: nanoesferas
y nanocéapsulas (Figura 9). Las nanoesferas son sistemas matriciales,
donde el farmaco se encuentra disperso en el interior de una matriz
polimérica y/o adsorbido en la superficie. Las nanocapsulas son sistemas
vesiculares, que actian como una especie de reservorio, constituidos por
una membrana polimérica en cuyo interior se aloja el farmaco,
generalmente disuelto en un vehiculo oleoso (Rao and Geckeler 2011).

Estas diferencias entre ambos tipos de NPs condicionan sus propiedades
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respecto a la liberacion del activo. La seleccion del tipo de NP dependera
del método de elaboracién, las propiedades fisicoquimicas y las

caracteristicas del farmaco a encapsular.

Se puede resumir las ventajas del uso de las NPs en el tratamiento
de inflamaciones oculares en su capacidad de mejorar la permeabilidad
del farmaco a través de la barrera hematoacuosa y la cornea, prolongar
el tiempo de contacto del farmaco con los tejidos oculares, administrar
el farmaco en un tejido especifico de manera controlada, proteger al
farmaco de la degradacion y el metabolismo manteniendo su estabilidad,
favorecer la liberacion del farmaco durante semanas a meses
(disminucion en la frecuencia de aplicacion), tener baja o nula toxicidad
y efectos secundarios, mantener una larga vida atil y no necesitar
reconstitucion ni extraccion quirdrgica. Todas estas ventajas, mejoran la

adherencia al tratamiento por parte del paciente.

Nicleo

Matriz central

polimérica

| Farmaco
adsorbido

Farmaco
atrapado

NANOESFERA NANOCAPSULA

Figura 9. Nanoparticulas poliméricas.
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1.4.2. Nanoparticulas de PLGA

La formulacién de polimeros biodegradables como sistema
coloidal es muy prometedora para la administracion de farmacos
oftdlmicos. Un sistema coloidal es adecuado para farmacos poco
solubles en agua, como el caso de la Lico-A, y permitiria su
administracion manteniendo la actividad del farmaco en el sitio de

accion.

Las nanoparticulas poliméricas se pueden preparar usando varios
métodos desarrollados y utilizados con éxito como el método de
evaporacion de solvente, desplazamiento del solvente o
nanoprecipitacion, emulsificacion espontanea/difusion de solventes,

salting out y dialisis.

El método de desplazamiento del solvente ofrece sencillez de
procedimiento, menor necesidad de purificaciéon, alta facilidad de
escalado y alta eficiencia de atrapamiento y seguridad de los farmacos
cargados. Debido a la miscibilidad del solvente con la fase acuosa, este
método es eficiente solo para farmacos muy poco solubles en agua, como
la Lico-A.

Dado que las NPs cargadas con farmaco residen en los tejidos
diana y en circulacion durante un periodo de tiempo prolongado, la
biocompatibilidad y la biodegradabilidad de los polimeros utilizados en
su preparacion son los dos requisitos previos basicos. Los polimeros

afectan de manera importante a las propiedades y estructura de las NPs,
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y condicionan tanto sus posibles aplicaciones como su via de

administracion (Pires, Mascarenhas-Melo et al. 2023).

En este sentido, los &cidos poli lactico (PLA), poli glicolico
(PGA) y sus copolimeros poli lactico-co-glicolico (PLGA) (Figura 10)
han sido frecuentemente utilizados para la elaboracion de nanoparticulas
debido a su biodegradabilidad, biocompatibilidad y resistencia
mecénica. Estos poliésteres estan aprobados por la FDA (Food and Drug
Administration) para su utilizacion en humanos en diversas aplicaciones
biomédicas, tales como suturas reabsorbibles e implantes (Gilding and
Reed 1979), asi como para el desarrollo de sistemas de liberacidn
sostenida. Ademas, en comparacion con los polimeros naturales, estos
polimeros sintéticos muestran una mayor reproducibilidad, son faciles de
formular y permiten el control y la prediccion de la cinética de
degradacion (Ramezani Dana and Ebrahimi 2023). Por lo tanto,
constituyen un grupo de eleccién para la elaboracion de nanoparticulas

cargadas con diversos farmacos.

Las NPs se diferencian de los objetos macroscopicos por sus
propiedades submicrénicas, como una gran area superficial y energia, y
el movimiento de las particulas en medios liquidos (movimiento
browniano). En la liberacion del farmaco y la degradacién de las
nanoparticulas influyen el tamafio, la morfologia y el estado fisico del
farmaco encapsulado, asi como el peso molecular y la cristalinidad del
polimero. La carga superficial de las nanoparticulas determina el
rendimiento del sistema de nanoparticulas en el cuerpo, como las

interacciones con las membranas celulares.
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La informacién de la carga superficial de las NPs se obtiene
mediante mediciones del potencial zeta (Zpot). Valores de potencial zeta
suficientemente altos por encima de +/=30 mV indican una dispersion
coloidal estable (Benita and Levy 1993). Es importante que el tamafio de
particula para aplicaciones oftalmicas esté dentro del rango nanomeétrico,
porque con tamafios mas grandes puede producir una sensacion de
irritacion o roce, ademas de influir en la absorcion o permeacion a traves
de las barreras oculares. La eficiencia de carga de farmacos de las
particulas depende del tamafio y la forma de los portadores. Estudios
demuestran que la captacion de particulas de PLGA en células epiteliales
conjuntivales de conejo dependia del tamafio de las particulas. Las
particulas méas pequefias (100 nm) exhibieron la captacion mas alta en
comparacion con las particulas méas grandes (800 nm y 1000 nm) y las
particulas de 100 nm pudieron incluso penetrar a través de la barrera

corneal (Nagarwal, Kant et al. 2009).
Las nanoparticulas poliméricas de PLGA elaboradas por el

método de desplazamiento del solvente, tienen tamafios de particula en

el rango de 100 — 200 nm y potenciales zeta negativos.
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Figura 10. Sintesis e hidrélisis del acido poli lactico-co-glicolico
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La modificacion de la superficie o el recubrimiento con
polimeros biocompatibles (hidrofilicos) como el PEG (polietilenglicol),
poloxameros y poloxaminas mejoran la absorcion de nanoparticulas y su
estabilidad. En el presente estudio, el uso de PEG en la superficie de las
NPs desarrolladas para tratamientos oftalmicos, favorece que queden
atrapadas en la capa mucinica de la pelicula lagrimal, pudiendo luego
interactuar intimamente (por la formacion de cadenas/materiales
poliméricos bioadhesivos propio de estos grupos multifuncionales) con
los tejidos extraoculares y asi prolongar el tiempo de residencia de los
farmacos cargados, disminuir el drenaje del principio activo y mejorar
su biodisponibilidad en tejidos extraoculares (Ludwig 2005). Ademas,
estas NPs pueden lograr la penetracion tisular en el interior del ojo por
un mecanismo de endocitosis, logrando asi una mejor biodisponibilidad.
La penetracion depende de varios factores como el tamafio, la carga
superficial, la quimica de la superficie y la hidrofilicidad/hidrofobicidad
de los sistemas nanoparticulados (Hillaireau and Couvreur 2009).
Diferentes estudios avalan los beneficios del recubrimiento de NPs
poliméricas con PEG (Fresta, Panico et al. 1999, Giannavola, Bucolo et
al. 2003).
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1.5. FUNCIONALIZACION’ DE LAS NPs CON PEPTIDOS
PENETRANTES DE CELULAS

La membrana celular, compuesta de una bicapa lipidica,
proteinas, carbohidratos y sus conjugados, es una organizacion altamente
compleja y dindmica, responsable de muchos procesos celulares vitales
(Sezgin, Levental et al. 2017). El control de transporte de material es una
de las funciones méas criticas de la membrana celular, que resulta ser
determinante para la administracion exitosa de farmacos intracelulares.
La mayoria de los farmacos de molécula pequefia pueden atravesar
libremente las membranas celulares para dirigirse al ADN o las proteinas
del interior de las células. Por el contrario, las biomacromoléculas, a
menudo muestran una permeabilidad celular deficiente, y como
consecuencia, un gran namero de moléculas con elevada actividad
terapéutica resultan inactivas por no ser capaces de alcanzar su diana
molecular (An, Wei et al. 2023).

La permeacion ocular, atravesando adecuadamente las barreras
oculares, se convierte en un desafio farmacoldgico para la obtencion de
concentraciones terapéuticas de farmaco en el tejido a tratar. Por ello, en
los dltimos afios, el empleo de péptidos penetrantes de células (cell
penetrating peptides, CPPs), como nueva tecnologia para la
internalizacion de macromoléculas y farmacos en las células oculares,
constituye un enfoque novedoso ya que muestran alta eficiencia de
transduccion (eficiencia de internalizacion de los CPPs en la membrana
celular) y una baja citotoxicidad. La transduccion de moléculas
acopladas a los CPPs tiene varias ventajas sobresalientes ya que son

compuestos faciles de sintetizar, producen una rapida y eficiente

46



1. INTRODUCCION

transferencia del compuesto al nicleo o citoplasma, tienen baja toxicidad
y poca interaccion con otros medicamentos, poseen elevada eficacia
frente a distintas lineas celulares y no se acumulan en tejidos no diana,
todo esto resulta en una mayor facilidad de administracion del farmaco

(Gonzalez-Cruz, Hernandez-Juéarez et al. 2022).

Los CPPs son secuencias peptidicas entre 5 a 30 aminoacidos
(AA) con la capacidad de internalizarse en la célula de forma no invasiva
mediante mecanismos energéticos con receptores especificos y no
energéticos (sin mediacion de receptores). Se clasifican en hidréfobos,
anfipéaticos y catidnicos de acuerdo con sus propiedades fisicoquimicas.
Los catidnicos tienen caracteristicas positivas por sus secuencias ricas en
residuos de arginina (Arg) (Guidotti, Brambilla et al. 2017).

TAT, la proteina activadora de la transcripcion del virus de la
inmunodeficiencia humana 1 (HIV-1) fue la primera proteina aislada con
propiedades para internalizar macromoléculas mediante formacion de
poros y penetracion directa (Frankel and Pabo 1988, Green and
Loewenstein 1988). Identificada la secuencia que permite la
internalizacion celular, se denomind péptido TAT (TATae-s7,
RKKRRQRRR) (Vivés, Brodin et al. 1997) , y se ha utilizado
ampliamente en el transporte de proteinas terapéuticas y de otros
sistemas de liberacion como NPs (Shi, Qi et al. 2014). Esta capacidad de
penetracion a través de la membrana, asignada a secuencias peptidicas
altamente ricas en residuos basicos catiénicos se denominaron Dominios
de Transduccion de Proteinas (PTDs) o Péptidos Penetrantes de Células
(CPPs). Asimismo, el homeodominio de Antennapedia, descubierta por

primera vez en Drosophila en 1994 (Derossi, Joliot et al. 1994), también
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manifestd estas propiedades de translocacion. Las homeoproteinas son
una clase de factores de transcripcion que se unen al ADN a través de
secuencias especificas de 60 aminoacidos denominados homeodominios,
cada uno de éstos consta de tres o-hélices. La tercera hélice del
homeodominio Antennapedia es la responsable del proceso de
translocacion. Esta secuencia penetrante que corresponde con los
residuos comprendidos entre 43-58 de Antennapedia se
denomind Penetratina (pAntp, RQIKIWFQNRRMKWKK). Afios
méas tarde, se encontr0 que la proteina estructural VP22
(NAATATRGRSAASRPTQRPRAPARSASRPRRPVQ) del virus del
herpes simple tipo 1 (HSV-1), también presentaba estas propiedades
penetrantes (Elliott and O'Hare 1997). Con todo esto, queda demostrado
gue una secuencia sintética de 8 Arg (poliarginina, R8) es suficiente para
la traslocacion celular. Los grupos guanidinas de la cadena lateral de la
Arg interaccionan a través de puentes de hidrégeno con los grupos
cargados negativamente, como grupos carboxilicos, sulfatos y fosfatos
de las proteinas de membrana, fosfolipidos y mucopolisacaridos
favoreciendo la internalizacion celular, por endocitosis o penetracion

directa (Pescina, Ostacolo et al. 2018).

Por otro lado, resulta necesario precisar, que no todas las familias
de péptidos tienen el mismo mecanismo de internalizacién, y méas aun,
un mismo CPP podria usar mas de un tipo de internalizacion en
condiciones variables. En la actualidad, atn existe controversia sobre los
detalles moleculares responsables de los diferentes métodos de
translocacion al interior de la célula por parte de los CPPs. En lineas
generales, el transporte puede ser pasivo, sin necesidad de un aporte extra

de energia, llevandose a cabo en el sentido a favor de un gradiente de
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concentracion. El intercambio de contraiones por los grupos guanidino
de los residuos de arginina, permiten al péptido adquirir un caréacter
hidrofilico o hidrofobico segun necesidad hasta alcanzar el interior de la
célula (Sakai and Matile 2003). En cuanto al transporte activo, es
dependiente de energia por llevarse a cabo en contra de un gradiente de
concentracion, es asi como la endocitosis (que incluye la fagocitosis y
pinocitosis) es el proceso de la ingestion celular con la cual la membrana
plasmatica se pliega hacia el interior aportando diferentes sustancias a la
célula. Mediante la fagocitosis, llevada a cabo por macrofagos y
neutréfilos, se internalizan particulas grandes, a diferencia de la
pinocitosis (macropinocitosis, endocitosis mediada por clatrina o
endocitosis mediada por caveolina), que tiene lugar en todo tipo de
células para la absorcion de material extracelular liquido con posibles
moléculas disueltas. Diversos estudios avalan la translocacién por
endocitosis (Richard, Melikov et al. 2005, Laniel, Marouseau et al.
2023).

En esta investigacion, entre varios péptidos, Tet-1 y B6
(Figura 11) fueron seleccionados como candidatos adecuados para la
administracién ocular de farmacos. Tet-1 es un péptido de 12-AA, con
la secuencia HLNILSTLWKYR (Tabla 3), que tiene las caracteristicas
de unidn de la toxina tetanica, puede interactuar especificamente con las
neuronas motoras y es capaz de cesion retrograda en los tejidos
neuronales debido a su afinidad por el receptor del gangliésido GT1b
(Mathew, Fukuda et al. 2012, Zhang, Zhou et al. 2014, Jia, Sun et al.
2016). Por lo tanto, el péptido Tet-1 podria aumentar la internalizacion

celular también en los tejidos oculares debido a la presencia de
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receptores de gangliosidos en este érgano (Blackburn, Swank-Hill et al.
1986, Yang, Zhao et al. 1996, Zhang, Zhou et al. 2014, Jia, Sun et al.
2016). En cuanto al péptido B6 (GHKAKGPRK) (Tabla 3), muestra una
alta afinidad por el receptor de transferrina y se ha descrito que aumenta
el transporte a través de la barrera hematoencefalica (Abrego, Alvarado
etal. 2015, Fan, Zheng et al. 2018). Dado que los tejidos oculares y, mas
especificamente, las capas de la crnea poseen receptores de transferrina,
este péptido también seria adecuado para administracion ocular de
farmacos (Baudouin, Brignole et al. 1992, Lauweryns, van den Oord et
al. 1993, Tan, King et al. 2001).

Tabla 3. Aminoécidos utilizados en la sintesis de los CPPs Tet-1y B6.

Aminoacido | Coédigo | Formula Estructura quimica
(0]
Alanina |
A C3H7/NO2 HN—CH—C—OH
(Al3) |
TH
Arginina o==c¢ NH
R CsH14N40O2 | w o omow
(Arg) (|:H—c —C —C —N—C—NH;,
NH,
I
H,N—CH—C—OH
Asparagina
N C4HsN20s3 CH,
(Asn) |
"
NH,
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Aminoacido | Cédigo | Formula Estructura quimica
(@]
Cisteina H,N——CH—C——0H
C C3H7NO2S
(Cys) THZ
SH
(@]
Glicina I
G C2HsNO2 H,N—— CH—C——OH
(Gly)
H
(@]
Ho;N——CH—C—OH
Histidina CH
_ H CeHaN302 ’
(His)
NE N
\\—NH
I
H,;N——CH—C——OH
Isoleucina
I CeH13NO2 CH—CHs
(lle)
I
CHs
(0]
|
H,;N——CH—C——OH
Leucina |
L CsH13NO2 CH,
(Leu) |
(|:H—CH3
CHg
(|)H
Lisina 0==c¢C
K CeH14N202 | Hy Hy Hy Hy
(Lys) CH—C —C —C —C —NH,;
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Aminoéacido | Cddigo Formula Estructura quimica
O
L|—OH
Prolina
P CsH9NO2
(Pro)
HN
[e]
I
HZN—(|3H—C—OH
Tirosina I
Y C9H11NOs3
(Tyr)
I
Treonina H,;N——CH—C——OH
T C4H9NOs3
(Thr) CH—OH
CHj
(6]
H;N—CH—C——O0H
Triptofano CH,
W C11H12N202
(Trp) 7
HN
(0]
H,N——CH—C—OH
Serina (Ser) S C3H7NO3

CH,

OH
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Hasta la fecha no se ha realizado ningin intento utilizando los
CPPs Tet-1 0 B6 para la funcionalizacion de compuestos destinados a la
administracién ocular de farmacos. Los polimeros conteniendo los CPPs
empleados para la elaboracion de NPs funcionalizadas se muestran en la

Figura 12.
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Figura 12. Polimeros utilizados para la obtencion de NPs
funcionalizadas con CPPs: (A) B6 y (B) Tet-1.
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1.6. GELES DE FORMACION IN SITU

Las vias usuales de administraciébn ocular son topica,
subconjuntival, intracameral e intravitrea. En su mayoria, los trastornos
del segmento anterior se tratan con gotas o unguentos para los 0jos, ya
que son productos no invasivos y autoadministrables. Sin embargo, la
eficacia de los tratamientos con colirios y pomadas es baja debido a la
existencia de barreras oculares, incluidas las barreras de la cornea y la
conjuntiva que cubren la superficie ocular, y el drenaje lagrimal, por lo
que solo porcentajes inferiores al 5 % de los farmacos administrados
llegan al humor acuoso (Wadhwa, Paliwal et al. 2009, Janagam, Wu et
al. 2017). Se han investigado otras formas de dosificacion oftalmica,
como geles e insertos poliméricos, en un intento de extender el tiempo
de residencia ocular de los medicamentos para aplicacion topica en 0jo
(Gratieri, Gelfuso et al. 2011); el tiempo de contacto de la cornea se ha
incrementado en grados variables por estas formas de dosificacion, sin
embargo, no se han aceptado completamente, debido a la vision borrosa

(ungiientos) o a la falta de cumplimiento por parte del paciente (insertos).

No obstante, para tratar las inflamaciones oculares, la terapia
local resulta més favorable que las terapias sistémicas (oral o
intravenosa), debido a que la cantidad y velocidad de eliminacion de los
farmacos tdépicos, son mucho menores en comparacion con la
administracion sistémica, ya que la cantidad de vasos y flujo del ojo es
pequefia en comparacién con el sistema circulatorio sanguineo de todo
el cuerpo. Ademas, la presencia de la barrera ocular hematoacuosa,
limita la penetracion del farmaco desde la circulacion sistémica al

segmento anterior del ojo.
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La formulacion de las NPs funcionalizadas y cargadas con
farmaco en un vehiculo acuoso adecuado, tienen la ventaja de que se
aplica en forma liquida al igual que las soluciones de gotas para los 0jos,
evitando, como ya se menciono, las molestias asociadas a la aplicacion
de preparados viscosos como los unglientos, que conducen a una vision

borrosa total si se administran correctamente.

Para superar el problema de la vision borrosa y la escasa
biodisponibilidad de los farmacos, se ha sugerido el uso de sistemas
basados en el concepto de sistema de respuesta ambiental (geles de
formacion in situ), basandose en la conversion de una formulacion
de gotas oftalmicas liquidas a un gel viscoelastico tras la administracion
ocular (Tabla 4), resultando en una mayor biodisponibilidad de los
farmacos (Kumar, Haglund et al. 1994). Los estimulos que inducen
diversas respuestas para provocar la gelificacion incluyen estimulos
fisicos, como cambios de temperatura, campos eléctricos, luz, presion,
sonido y campos magnéticos; estimulos quimicos, como cambios en el
pH y activacion de iones de fluidos biolégicos; y estimulos bioldgicos o
bioquimicos, como cambios en el nivel de glucosa. Sin embargo, para
provocar la gelificacion en el entorno precorneal de los sistemas de
administracion de farmacos oftalmicos, solo se utilizan estimulos de
cambios de pH, el contenido i6nico o la temperatura, para lo cual se

necesita una adecuada seleccion del polimero a usar.

Los polimeros usados para estos sistemas de gelificacion exhiben
transiciones de fase reversibles. Por su parte, los hidrogeles son
polimeros dotados de la capacidad de hincharse en agua o disolventes

acuosos e inducir una transicion liquido-gel.
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Los derivados del &cido poli (acrilico) ligeramente reticulados
con propiedades de gelificacion in situ activadas por el pH, tales como
Carbopol®, ya han sido explotados comercialmente como excipientes
farmacéuticos. Sin embargo, debido a su naturaleza anidnica, es probable
que los diferentes tipos de Carbopol® tengan una utilidad limitada para
los farmacos cationicos, que pueden formar complejos insolubles que
conducen a la separacion de fases. Por lo tanto, existe una clara necesidad
en el desarrollo de sistemas gelificantes in situ basados en polimeros no
iénicos, en los que las propiedades gelificantes no se vean afectadas por

la complejacion con farmacos idnicos.

Los copolimeros tribloque de poli(éxido de etileno)-poli(éxido
de propileno)-poli(6xido de etileno) (PEO-PPO-PEO), disponibles
comercialmente como Pluronic®, son materiales no idnicos, solubles en
agua que han atraido mucho interés como excipientes farmaceéuticos.
Estos polimeros tienen un caracter anfifilico, presentan propiedades
tensioactivas y son capaces de interactuar con superficies hidrofobas y
membranas bioldgicas (Al Khateb, Ozhmukhametova et al. 2016).
Tambien se sabe que son capaces de formar geles in situ en respuesta al
aumento de temperatura y, debido a que estos compuestos son
transparentes, no interfieren con la vision normal, por lo tanto, son mas
adecuados para aplicaciones en oftalmologia. Estos hidrogeles son
liquidos a temperatura ambiente (20 — 25 °C) y forman gel en contacto
con fluidos corporales (35 — 37 °C), debido al aumento de temperatura.
El uso de biopolimeros cuya transicién de sol a gel se desencadena por
un aumento de la temperatura es una forma atractiva de abordar la
formacion de gel in situ (Ruel-Gariépy and Leroux 2004). Los polimeros

termosensibles tienen una menor temperatura critica del disolvente
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(LCST) y se contraen cuando se calientan por encima de esta
temperatura. La LCST es una temperatura por debajo de la cual los
componentes de la mezcla son miscibles en todas las proporciones. La
temperatura critica ideal para este sistema es la temperatura ambiente y
fisioldgica para que la transicién de fase no requiera ninguna fuente
externa de calor que no sea el calor corporal. La temperatura de
gelificacion de los copolimeros se puede determinar midiendo la
temperatura a la que se observa por primera vez la inmovilidad del
menisco en cada solucion. El Pluronic® F-127 es un polimero con una
viscosidad de solucion que aumenta cuando su temperatura se eleva hasta

la temperatura del ojo (35 °C aproximadamente).

Los sistemas de administracion de farmacos in situ tienen varias
ventajas tales como la reduccion de la frecuencia de administracion y la
mejora de la adherencia del paciente, ya que constituye una interesante
alternativa para lograr una concentracion plasmatica efectiva, que es la
principal ventaja en comparacion con los sistemas de entrega
convencionales de farmacos. Ademas, el sistema de gelificacién in situ
ofrece una precision de dosis, asi como la prolongacion del tiempo de
residencia del farmaco en contacto con la membrana mucosa,
disminuyendo la pérdida del farmaco, superando asi los problemas

propios de las formas de dosificacion semisélidas.
La incorporacion de NPs funcionalizadas en geles de formacion

in situ es una combinacion sinérgica (Figura 13) para alcanzar la

concentracion terapéutica y provocar la respuesta farmacoldgica
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deseada, originando una liberacion mas continua y prolongada, evitando

el «efecto de estallido» propio de las NPs (liberacién rapida del farmaco)

(Correa, Grosskopf et al. 2021), durante las primeras horas (Tabla 4).

Esta estrategia es un enfoque novedoso para el manejo de la enfermedad

inflamatoria, ya que el producto se administra cbmodamente en forma

liquiday al gelificar en la superficie ocular, favorece la biodisponibilidad

intraocular del activo, constituyendo una herramienta terapéutica casi

ideal para el tratamiento de una variedad de trastornos oculares.

A) Gotas oculares convencionales

& !
s\
Répida eliminacion precorneal y
baja absorcion.

Féirmaco libre

C) Gel de formacion in situ
cargado con nanoparticulas
poliméricas

B) Formulacién con
nanoparticulas poliméricas

Nanoparticulas
Gel de formacién

Gelificacion de la formulacion en el
entorno pre comeal, incrementando
el tiempo de residencia y
biodisponibilidad del farmaco.

Incremento del tiempo de contacto
con la superficie ocular y liberacién
sostenida del firmaco.

Figura 13. Estrategias de administracion ocular topica.
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Tabla 4. Geles de formacion in situ cargados con nanoportadores.

Molécula Matriz del Polimeros Estimulo de . )
cargada nanoportador sensibles gelificacion Resultado sinergico Referencia
AmfotericinaB  PLGA-PEG-PEI Poloxamer 188y Temperatura  Aumento de la permeabilidad corneal y liberaciona (Elhabal, Ghaffar et

y lactoferrina poloxamer 407 (34°C) largo plazo de moléculas bioactivas. Mejora el al. 2023)
perfil farmacocinético y farmacodindmico in vitro e
in vivo.
Eritromicina Soluplus®y Carbopol® 934P  pH Incremento de la permeabilidad corneal. Liberacion  (Sipos, Budai-Sziics
Kolliphor® HS prolongada del farmaco y mayor penetraciéon en et al. 2022)
15 ensayos in vitro e in vivo.
Flurbiprofeno Compritol® 888 Poloxamer 188y Temperatura  Incremento de la biodisponibilidad, mucoadhesion (Wu, Feng et al.
ATOy Miglyol®  poloxamer 407  (entre 28,5°C  oftalmica y las propiedades de penetracion del 2022)
812 04y farmaco.
32,8°C +£0,9)
Brinzolamida Monoestearato de  Carboximetil Dual: pHy Aumento de la permeabilidad transcorneal, 4,54 (Chakole, Sahoo et
glicerilo y aceite quitosano y temperatura  veces mayor que las gotas oculares comercializadas.  al. 2022)

de soja

poloxamer 407

Liberacion prolongada del farmaco de mas de 24 h

en ensayos in vitro.
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Molécula Matriz del Polimeros Estimulo de . ]
cargada nanoportador sensibles gelificacion Resultado sinérgico Referencia
Clorhidrato de Capmul® MCM HPMC 15 cps, Temperatura ~ Aumento del tiempo de retencion en el sitio de (Prajapati, Patel et

moxifloxacina c8 HPMC K4M (entre 31,1y  aplicacion y liberacion sostenida del farmaco hasta al. 2021)
33,4 °C) por 12 h.
Aceite de MCT, miristato de  Poloxamer 407  Temperatura  Formulacién no irritante e incremento de fijacion (Wang, Gu et al.
cdrcuma isopropilo, aceite  y Poloxamer188 (27,4 °C) del farmaco en el ojo. 2021)
Zedoaria de sojay aceite de
ricino
Clorhidrato de Niosomas de Carbopol® 934P  pH Aumento de la biodisponibilidad en comparacién (Allam, Elsabahy et
betaxolol Span® 40y y HEC con las gotas oculares comercializadas y mejora de  al. 2021)
colesterol la residencia ocular.
Levofloxacinoy PLGA Quitosano y Temperatura  Liberacion sostenida de ambos farmacos durante 7 (Cheng, Chang et al.
acetato de gelatina (34,3°C dias en ensayos in vitro. 2021)
prednisolona +0,3)
Travoprost Lecitinay Goma gellan y Temperatura  Mejora la biodisponibilidad (mayor concentracion  (Shukr, Ismail et al.
colesterol Carbopol® 934 (35°C+£0,5 del farmaco en el humor acuoso) en comparacion  2021)

con el producto comercializado. Efecto terapéutico
prolongado del gel en comparacién con la

formulacion de liposomas.
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Molécula Matriz del Polimeros Estimulo de . )
cargada nanoportador sensibles gelificacion Resultado sinérgico Referencia
Dexametasona Lecitina de soja Poloxamer 188,  Temperatura Mejora la bioadhesion del farmaco enlacérneaysu (Wen, Jia et al.

Poloxamer 407 (33,2°C) liberacién sostenida. Mayor biodisponibilidad enla  2021)
y PCP farmacocinética in vivo.
Tartrato de PLGA y succinato  Poloxamer 407  Temperatura Mejora la residencia precorneal y liberacion (Sharma, Sandal et
brimonidina de polietilenglicol sostenida del farmaco en comparacion con la al. 2021)
de vitamina E formulacion comercializada.
Tranilast 2-hidroxipropil-B- MC SM-4 Temperatura  Prolongacion del tiempo de contacto precorneal y (Nagai, Minami et
ciclodextrina (37°C) preconjuntival del farmaco e incremento de su al. 2020)
concentracion en cérnea y conjuntiva.
Ciprofloxacino Fitantriol y Lutrol ~ Quitosan Temperatura  Incremento de la penetracion ocular, el tiempo de  (Alharbi and Hosny
F127 retencion y la actividad del farmaco (2,54 veces) en  2020)
comparacion con la formulacién comercializada.
Atorvastatina PLGA recubierto  Pluronic®F127  Temperatura Formulacién no irritante e incremento de la (Arafa, Girgis et al.
con quitosano e HPMC (35,17°Cy permeabilidad y tiempo de retencién del farmacoen  2020)
36,93 °C) cornea.
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Molécula Matriz del Polimeros Estimulo de . ]
cargada nanoportador sensibles gelificacion Resultado sinérgico Referencia

Fluorometolona  PLGA Poloxamer 407  Temperatura  Mejora la retencidn precorneal, la biodisponibilidad  (Gonzalez-Pizarro,

y MC (34°C) y actividad del farmaco. Carvajal-Vidal et al.
2019)

Aceténido de Compritol® 888 Goma gellan I6nico Incremento del tiempo de residencia precorneal y (Tatke, Dudhipala et

triamcinolona ATOy administracion sostenida del farmaco en los tejidos  al. 2018)
monoestearato de oculares del segmento anterior y posterior.
glicerilo

Dexametasona Lipidica Pluronic® F127  Temperatura Aumento de biodisponibilidad y permeacion (Mo, Ban et al.

y F68 (34,4°C) corneal. 2018)

Natamicina Niosomas de Poloxamer 407  Temperatura Incremento del tiempo de retencion corneal y (Paradkar and
Span® 60y e HPMC K4M (36,2°C liberacion prolongada del farmaco hasta 24 h en  Parmar 2017)
colesterol +2,12) comparacion con la formulacion comercializada.

Mejora la permeabilidad transcorneal.
5-Fluorouracilo  Quitosan Conjugados de Temperatura  Incremento de la biodisponibilidad y liberacién (Fabiano, Bizzarri et
amonio (30-35°C)  sostenida del farmaco. al. 2017)

cuaternario con

quitosan

HEC: Hidroxietil celulosa; HPMC: Hidroxipropilmetilcelulosa; MC: Metilcelulosa; MCT: Triglicéridos de cadena media; PLGA: Acido poli lactico-co-glicolico;
PEG: polietilenglicol; PEI: Polietilen imina; PCP: Policarbofil.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. HYPOTHESIS

Lico-A, a natural compound isolated from the root of Glycyrrhiza
glabra L., shows suitable anti-inflammatory activities against ocular
inflammation, but its extremely low water solubility, hinders ocular
bioavailability after administration as conventional eye drops. In
addition, the barriers of the eye make it difficult for the drug to
penetrate through the cornea, so less than 5 % of the initial drug amount
administered is able to reach inner ocular tissues, being the most part

eliminated by lacrimal turnover.

Nanotechnology drug delivery systems constitutes a suitable
approach for active compounds encapsulation and their delivery into
target sites, maximizing drug efficacy, reducing side effects and
improving patient compliance. Functionalization of PLGA NPs surface
with CPPs increases their transport across physiological barriers and
facilitates eye cell internalization. Among these systems, cationic CPPs,
such as Tet-1 (with affinity for the ganglioside GT1b receptor present in
the eye) and B6 (with high affinity for transferrin receptor) are suitable
candidates for ocular drug delivery. The present research is based on the
hypothesis that the incorporation of Lico-A in PLGA nanoparticles

functionalized with CPPs could improve ocular drug bioavailability.
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2.2. OBJECTIVES

The main objective of this research was the development,
physicochemical characterization, and biopharmaceutical behaviour
evaluation of biodegradable polymeric nanostructured systems
containing Lico-A for the treatment of ocular inflammatory disorders.
The ocular safety and therapeutic efficacy in the treatment or prevention

of inflammatory eye diseases were also evaluated.

The specific objectives of this study were as follows:

e To optimize, by design of experiments (DoE), and characterize the
physicochemical properties of polymeric biodegradable PLGA

nanoparticles, prepared by the solvent displacement method.

e To synthesize and conjugate the CPPs (Tet-1 and B6) to Lico-A-
loaded maleimide-PEG-PLGA nanoparticles.

e To determine the biopharmaceutical behaviour of functionalized

Lico-A PLGA NPs, analysing the in vitro drug release profile.
e To stabilize functionalized Lico-A PLGA NPs through freeze-dried.

e To evaluate the ocular safety of Lico-A PLGA NPs by in vitro (HET-

CAM® and Alamar Blue®) and in vivo (Draize test) assays.
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e To determine the ocular anti-inflammatory efficacy of the developed
PLGA NPs by means of in vitro (cell culture) and in vivo assays, in a

rabbit eye inflammatory model, induced by sodium arachidonate.

e To develop in-situ forming gels, containing functionalized Lico-A-

loaded NPs: morphometrical and rheological characterization.
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3. RESULTADOS

Los resultados derivados de la realizacion del presente trabajo de
investigacién, han dado lugar a dos articulos cientificos, publicados en

revistas de gran prestigio, los cuales se presentan a continuacion:

3.1. Development of peptide targeted PLGA-PEGylated
nanoparticles loading Licochalcone-A  for  ocular
inflammation.  Pharmaceutics  (2022),14  (2):  285.
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics14020285

3.2.  Cell penetrating peptides-functionalized Licochalcone-A-loaded
PLGA nanoparticles for ocular inflammatory diseases:
Evaluation of in vitro anti-proliferative effects, stabilization by
freeze-drying and characterization of an in-situ forming gel.
International Journal of Pharmaceutics (2023), 639: 122982.
https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2023.122982
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3.1.

Lico-A PLGA-PEG-Tetl NPs Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs

Optimization by Physicochemical

Development of peptide targeted PLGA-PEGylated
nanoparticles  loading  Licochalcone-A  for  ocular

inflammation

Ruth Galindo, Elena Sanchez-L6pez, Maria José Gomara, Marta
Espina, Miren Ettcheto, Amanda Cano, Isabel Haro, Antoni

Camins and Maria Luisa Garcia.

Pharmaceutics 2022, 14(2): 285

Doi: 10.3390/pharmaceutics14020285

Impact factor (JCR): 6.525

Rank: 39/279 Pharmacology and Pharmacy (Q1)
MDPI (ISNN: 1999-4923)

Graphical Abstract

A Tetl
*~ B6
~ PEG

@ Licochalcone-A

Therapeutic

Drug release efficacy

DoE characterization
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Abstract: Licochalcone-A is a natural compound with anti-inflammatory properties. However, it
possesses low water solubility, making its application for the tr i
difficult. To overcome this drawback, biodegradable nanoparticles incorporating Licochalcone-A
have been developed. Additionally, to avoid fast clearance and increase cellular internalization into
the ocular tissues, PLGA nanoparticles have been functionalized using PEG and cell penetrating
pephdes (Tet-1 and B6). To opti the formul
short-term stability of the nanoparticles was studied. Moreover, morphology was also observed
by transmission electron microcopy and in vitro drug release was carried out. Ocular tolerance of
the formulations was ensured in vitro and in vivo and anti-inflammatory therapeutic efficacy was
also assessed. Surface functionalized nanoparticles loading Licochalcone-A were developed with
an average size below 200 nm, a positive surface charge, and a monodisperse population. The
formulations were non-irritant and showed a prolonged Licochalcone-A release. Despite the fact that
both Licochalcone-A Tet-1 and B6 functionalized nanoparticles demonstrated to be suitable for the
treatment of ocular infl. tion, B6 targeted nanoparticles provided greater therapeutic efficacy in
in vivo assays.

of ocular infl ti

tions, a factorial design was carried out and

Keywords: Licochalcone-A; nanoparﬁcles; ocular i m; cell-r ting peptides; PLGA

1. Introduction

One of the most prevalent conditions in ophthalmology is ocular inflammation. This
inflammation constitutes the local response of ocular tissues and annexes against an external
or internal insult. Moreover, this process may be able to produce irreversible damage to the
ocular function [1]. The inflammation process triggers the production of growth factors and
cytokines and stimulates the enzyme phospholipase A2 (PLA2), which leads to the synthesis
of eicosanoids from a phospholipid found in cell membranes, arachidonic acid (AA). AA can
stimulate the production of pro-inflammatory cytokines and initiate apoptosis. Moreover,
AA-derived eicosanoids regulate immunopathological and inflammatory processes through
different physiological responses, vascular homeostasis, and platelet aggregation [2].

For the treatment of ocular inflammation, non-steroidal anti-inflammatory drugs as
well as corticoids are currently used. However, both cause several adverse effects [3]. In

Pharmaceutics 2022, 14, 285. https:/ /doi.org/10.3390/ pharmaceutics 14020285
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this area, research on novel approaches avoiding side effects constitutes an unmet medical
need. In this sense, Licochalcone-A (Lico-A) is a characteristic chalcone isolated from the
root of Glycyrrhiza inflata, which has been used in traditional medicine to treat various
disorders such as gastric ulcer, bronchial asthma, and inflammation [4]. The biological
properties of Lico-A include antiparasitic, antiproliferative, antitumoral, antimicrobial,
antiviral, osteogenic, immunomodulatory, and anti-inflammatory activities [5,6]. Moreover,
Lico-A exhibits a carrageenan-induced anti-inflammatory effect in a murine model [6].
Despite the suitable properties of Lico-A against ocular inflammation, its solubility in water
is extremely low, making its topical administration as conventional eye-drops difficult [7,5].
Moreover, it has also been reported that less than 5% of conventional ocular formulations
are able reach inner ocular tissues [9].

In order to overcome these problems, nanotechnological drug delivery constitutes
a suitable approach for active compounds encapsulation and their delivery into target
sites [10-12]. Controlled administration of drugs, specially at the ocular level, can offer
enormous benefits, including maximizing drug efficacy, minimizing side effects, and
improving patient compliance [13,14].

Nanocarriers, such as nanoparticles (NPs), with sizes ranging between 10 and 1000 nm
are of particular interest as drug delivery platforms for treating ocular diseases [15]. Among
several carriers, biodegradable polymeric nanoparticles provide several advantages, such
as protect the drug from inactivation by enzymes present in the tear film or corneal epithe-
lium, facilitate transcorneal penetration, prolong its stability in the precorneal area, and
avoid adverse effects in other organs [1]. Among them, biodegradable polymers such as
poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) have been widely used to produce NPs due to their
biodegradability, biocompatibility, and mechanical resistance. In addition, PLGA is also
approved by the Food and Drug Administration (FDA) for its use in various biomedical
applications, such as absorbable sutures and implants, as well as for the development
of sustained release systems [16,17]. Furthermore, compared to natural polymers, these
synthetic polymers show greater reproducibility, are easier to formulate, and allow the
control and prediction of degradation kinetics [18].

In addition, PLGA nanocarriers can be functionalized on their surface and targeted
towards specific cells or ocular structures, increasing their transport across physiological
barriers with a sustained and controlled release over time and reducing adverse effects
of drugs [19,20]. PLGA nanocarriers minimize drug degradation and increase its half-life
inside the target organ thus improving its efficacy and safety [21]. However, PLGA suffers
from fast elimination in body tissues [22]. In order to overcome this problem, PEGylation
is one of the most suitable approaches. Therefore, encapsulation of active compounds
into poly(ethylene glycol) (PEG)-coated NPs offers the possibility to increase the transport
across biological layers and increase drug protection against degradation [23].

Furthermore, during recent years, functionalization of NPs using cell-penetrating
peptides (CPPs) has emerged as a new technology to facilitate the internalization of macro-
molecules and drugs in ocular cells, constituting a revolutionary approach due to their high
transduction efficiency and low cytotoxicity [24,25]. CPPs are peptide sequences between 5
and 30 amino acids (AA) long with the ability to be internalized in the cell [26,27]. Among
the different types of CPPs, cationic CPPs possess a highly positive surface charge due
to their sequence rich in arginine residues (Arg) [28]. In this area, one of the most novel
approaches is peptide functionalization of PLGA NPs by coupling selected CPPs to the
NPs surface increasing cellular internalization. Among several peptides, Tet-1 and B6 were
selected as suitable candidates for ocular drug delivery (Figure S1). Tet-1is a 12-AA peptide,
with the sequence HLNILSTLWKYR, which has the binding characteristics of tetanus toxin,
can interact specifically with motor neurons, and is capable of retrograde delivery in the
neuronal tissues due to its affinity to ganglioside GT1B receptor [29-31]. Therefore, Tet-1
peptide might increase cellular internalization also on the ocular tissues due to the presence
of ganglioside receptors in this organ [30-33]. Moreover, a peptide showing high affinity to
transferrin receptor (GHKAKGPRK, namely B6) has been described to increase transport
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across the BBB [20,34]. Since ocular tissues, and more specifically, corneal layers, have
been reported to possess transferrin receptors, hereby, we postulate that B6 targeting may
also be useful for ocular drug delivery [35-37]. To our knowledge, to date no attempt
has been carried out using Tet-1 or B6 CPPs for surface functionalization aimed at ocular
drug delivery.

Therefore, the main goal of this study was the entrapment of Lico-A inside surface
functionalized Tet-1 or B6 PLGA-PEG NPs for ocular administration. PLGA NPs, synthe-
sized by the solvent displacement method, were optimized using the design of experiments
(DoE) approach, analyzing their physicochemical properties and stability. Subsequently,
the study of drug release, ocular tolerance, and in vivo therapeutic efficacy of Lico-A PLGA
NPs, Lico-A PLGA-PEG-Tetl NPs, and Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs was carried out.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

The active compound Lico-A was obtained from Amadis Chemical (Hangzhou, China)
and the polymer PLGA 50:50 Resomer® RG 503 H, 34 KD, from Boehringer Ingelheim
(Ingelheim, Germany). Maleimide-PEG-NH, (5KDa) was from Jenkem (Beijing, China).
NovaSyn TGR resin and 9-fluorenyl-methoxycarbonyl (Fmoc) protected amino acids were
purchased from Novabiochem (Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, Germany).
Peptide-synthesis-grade dimethylformamide (DMF) and trifluroacetic acid (TFA) were
obtained from Scharlau (Barcelona, Spain). HPLC-grade acetonitrile and acetone were
purchased from Fisher Scientific (Loughborough, UK). The coupling reagent, 2-(1H-7-
azabenzotriazole-1-yl)-1,1,3,3- tetra-methyluronium hexafluorophosphate methanaminium
(HATU) was from Genscript (Piscataway, NJ, USA). Diisopropylethylamine (DIPEA),
piperidine, triisopropylsilane (TIS), 2-mercaptoethanol, N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-
ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC), N-hydroxysuccinimide (NHS), dimethyl sulfoxide
(DMSO0), dimethyl sulfoxide-d6 (DMSO-d6), and sodium arachidonic acid (SA) were pur-
chased from Sigma-Aldrich (Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Methanol and diethyl
ether were purchased from Merck (KGaA, Darmstadt, Germany). Water filtered through
the Millipore® MilliQ system was used for all experiments and the other chemicals and
reagents used in the study were of analytical grade.

2.2. Preparation of Licochalcone-A PLGA Nanoparticles

For the elaboration of Lico-A PLGA NPs, the solvent displacement method was
used [38,39]. Briefly, this technique consists of the preparation of two phases, namely
organic and aqueous phases. First, 80 mg of PLGA Resomer® RG 503 H and 10 mg of the
drug Lico-A were dissolved in 5 mL of acetone (volatile organic solvent). Subsequently,
this solution was dispersed dropwise, under moderate mechanical stirring, in 10 mL of the
aqueous phase containing Tween 80; this process was carried out at room temperature. Af-
terwards, the organic solvent was evaporated from the suspension under reduced pressure
using a rotary evaporator.

2.3. Physicochemical Characterization of Licochalcone-A PLGA Nanoparticles

In order to measure the physicochemical properties of Lico-A PLGA NPs, average
size (Zav), polydispersity index (PI), zeta potential (ZP), and entrapment efficiency (EE)
were determined.

Zay and PI were placed in disposable cells (Malvern Instruments) and measured by
photon correlation spectroscopy (PCS), after a 1:10 dilution with MilliQ®water, using the
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, UK) at 25 °C. The surface charge of the
particles was evaluated by means of ZP and determined by laser-Doppler electrophoresis
with the M3 PALS system in a Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, UK) [29].

EE was determined indirectly by measuring the non-entrapped Lico-A. The non-
loaded drug was separated from NPs by ultracentrifugation at 4 °C and 25,000 rpm for
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25 min, using a Beckman Optima® Ultracentrifuge (Indianapolis, IN, USA), and the EE was
evaluated according to Equation (1) [30].
total amount of Lico — A — free amount of Lico — A

EE (%) = - x 100 (1)
total amount of Lico — A

Quantification of Lico-A in the aqueous phase was performed by reverse-phase high
performance liquid chromatography (RP-HPLC) using a method described elsewhere [40,41].
HPLC Waters 2695 separation module (Waters, Milford, MA, USA) and a Kromasil® C18
column (5 um, 150 x 4.6 mm) (Teknokroma Analitica, Barcelona, Spain) were employed.
Moreover, two mobile phases were used consisting of a water phase containing 0.2% acetic
acid and an organic phase consisting of acetonitrile. A gradientwas applied at 1.0 mL-min ™!
(during the first 10 min an initial 35% mobile phase B was used until 100% mobile phase B,
maintaining this percentage for 7 min more, and after that it was progressively modified
for 5 min until 100% of mobile phase A). For the calibration curve, a concentration range
from 10 to 100 pug-mL~! was used. Agilent 1260 Infinity Variable Wavelength Detector VL
standard version at a wavelength of 254 nm was utilized to identify Lico-A and data were
handled using Empower 3® Software. Limit of detection (LOD) and limit of quantification
(LOQ) were calculated as described elsewhere being 2.48 and 8.27 ug~mL‘1 [42].

2.4. Optimization of Licochalcone-A PLGA Nanoparticles

Optimization of Lico-A PLGA NPs was carried out prior to CPP addition by means
of the Design of Experiments (DoE) approach. A 23 central composite factorial design
was carried out (Table 1) using StatGraphics Centurion XV, to analyze the effects of the
independent variables over the dependent variables [43]. A total of 16 experiments were
carried out by triplicate, with varying concentrations of drug (Lico-A), surfactant (Tween
80), and polymer. The effects of these variables on the dependent variables Zay, PI, ZF, and
EE were studied.

Table 1. Matrix of the factorial design.

Coded Levels
Variables —1.68 —1.00 0.00 1.00 1.68
Lico-A (mg/mL) 0.16 0.50 1.00 1.50 1.80
PLGA (mg/mL) 4.16 4.50 5.00 5.50 5.84
Tween 80 (%) 0.46 0.60 0.80 1.00 114

2.5. Short-Term Stability of Licochalcone-A PLGA Nanoparticles

The stability of Lico-A PLGA NPs stored at 4, 25, and 38 °C was studied by analyzing
light backscattering (BS) profiles by means of Turbiscan® Lab (Formulaction, Toulouse,
France) [44]. For this purpose, 20 mL of Lico-A PLGA NPs were introduced into a glass
measurement cell. The light source was a pulsed near infrared light source (A = 880 nm) and
it was detected by a BS detector at an angle of 45° from the incident beam. BS data were
obtained scanning the sample every hour during 24 h. The mean results of each month
were plotted and BS profiles were compared monthly at each temperature.

2.6. Synthesis of Cell Penetrating Peptides

CPPs, Tet-1, and B6 (Figure S1) were selected based on their high affinity for cell recep-
tors and were synthesized by manual solid phase synthesis following
a 9-fluorenylmethoxycarbonyl/tbutyl (Fmoc/tBut) orthogonal protection strategy [45].
The C-terminal amino acid (AA) remains anchored to a resin (NovaSyn TGR 0.19 meq/g
for Tet-1 and 0.22 meq/g for peptide B6) bound by its carboxyl group while the peptide
is synthesized by elongating the chain at the N-terminal end. Amino acid side-chain
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protection was carried out using the following compounds: triphenylmethyl (Trt) for
asparagine and histidine; tert-butyl (tBu) for serine, threonine, and tyrosine; 2,2,5,7,8-
pentamethyl-chroman-6-sulfonyl (Pmc) for arginine and tert-butoxycarbonyl (Boc) for
lysine and tryptophan. A residue of Fmoc-S-triphenylmethyl-L-cysteine (Fmoc-Cys(Trt)-
OH) was incorporated at the N-terminal end of both peptides, Tet-1 and B6, for their
conjugation to the polymer. Sequential incorporation of the Fmoc-L-amino acids is ac-
complished through a series of coupling and deprotection steps. The coupling reactions
were performed using three-fold molar excesses of the amino acid derivatives activated
by treatment with HATU and DIPEA throughout the synthesis. The Fmoc deprotection
was accomplished twice with 20% (v/v) piperidine in DMF for 10 min. All coupling and
deprotection steps were checked by the ninhydrin test for primary amines, or the chloranil
test for secondary amino groups. Finally, peptides were cleaved from the solid support
by means of treatment with TFA/TIS/ Hy0/2-mercaptoethanol (94:2.5:2.5:1) (v/v) for 5 h.
The TFA was evaporated under Nj flow. Diethyl ether was added to precipitate the crude
peptides, which were isolated by centrifugation. The precipitates were dissolved in acetic
acid 10%, frozen in a dry ice/acetone bath, and lyophilized. The peptides were stored in
an argon environment to avoid their possible oxidation. Peptides were characterized by
Ultra performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (UPLC-MS) on Waters
ACQUITY UPLC (Waters Corporation, Mildford, MA, USA) with the column ACQUITY
UPLC BEH C18 (RP, 2.1 x 100 um, particle size 1.7 um) with both a UV-Vis detector and
an electrospray ionization mass spectrometer (ESI-MS) Waters LCT Premier XE (Micromass
Waters, Milford, MA, USA).

2.7. Conjugation of PEG and Cell Penetrating Peptides (CPPs) to the Polymer and Preparation o
Lico-A LéA-PE -CPP NPs S : i o f

In order to functionalize PLGA (Figure 1), first the PLGA-NHS‘golymer was synthe-
sized, for which the equivalent of 32.3 umol of PLGA 50:50 Resomer™ RG 503 H (inherent
viscosity 0.32-0.44 dL./g) was weighed out and dissolved in 2 mL of chloroform. Subse-
quently, 234.6 umol of NHS and the same equivalents of EDC were added and the mixture
was left to react for between 16 and 24 h under continuous mechanical stirring in a her-
metically sealed glass vial at room temperature. Once the PLGA-NHS was obtained, it
was precipitated with cold diethyl ether and centrifuged at 4000 rpm for 10 min at room
temperature. After removing the supernatant, the pellet was redissolved in 2 mL of chloro-
form and precipitated with cold diethyl ether. This dissolution-precipitation process was
carried out in triplicate. The PLGA-NHS polymer obtained was dried using nitrogen gas
(N3) and lyophilized.

Subsequently the activated polymer was conjugated with maleimide-PEG-NH; and
DIEA was used as the activator. The obtained PLGA-PEG-maleimide copolymer was
lyophilized and stored at —20 °C.

The conjugation of the selected peptides to the PLGA-PEG-maleimide polymer was
carried out by dissolving 2.7 umol of each CPP in 250 uL of acetonitrile/ DMF and was
added later to a solution of 100 mg of dissolved PLGA-PEG-maleimide in ImL of chlo-
roform. The reaction was left for 16-24 h under magnetic stirring at room temperature.
The product was precipitated with 1 mL of cold ether:methanol (50:50) and centrifuged at
10,000 rpm for 10 min. The supernatant was discarded, and the product was redissolved
in 0.5 mL of chloroform. This cycle was repeated two additional times [11]. The final
product was lyophilized and stored at —20 °C. Conjugation evaluation was carried out by
proton nuclear magnetic resonance (1H-NMR) as previously described [19]. The PLGA-
PEG-maleimide was dissolved in deuterated chloroform and the PLGA-PEG-peptide in
dimethyl sulfoxide (DMSO)-d6. The spectrum was recorded at 298 K on a Varian Inova
400 MHz spectrometer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). PLGA-PEG-CPP
NPs containing Lico-A were prepared by the solvent displacement method as described
in Section 2.2. The physicochemical properties of Lico-A PLGA-PEG-CPP NPs were deter-
mined as described in Section 2.3.
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Figure 1. Conjugation of PEG and cell penetrating peptides (CPPs) to PLGA and preparation of
Lico-A PLGA-PEG-CPP NPs.

2.8. Transmission Electron Microscopy of Licochalcone-A Functionalized Nanoparticles

Morphologies of Lico-A PLGA NPs, Lico-A -PLGA-PEG-Tet1 NPs, and Lico-A PLGA-
PEG-B6 NPs were studied by transmission electron microscopy (TEM) on a JEOL 1010
microscope (Akishima, Japan). To visualize the NPs, samples were previously diluted (1:5)
and the Holey Carbon grids were activated with UV light. Samples were placed on the grid
surface and negative staining was performed with uranyl acetate (2%) [46].

2.9. Drug Release of Licochalcone-A Functionalized Nanoparticles

The in vitro release profiles of Lico-A PLGA NPs, Lico-A PLGA-PEG-Tetl NPs, and
Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs from the polymeric matrix were determined by bulk-equilibrium
direct dialysis [47]. Briefly, 9 mL of Lico-A NPs were placed in a dialysis bag (Medicell
International Ltd. MWCO 12-14,000) and dialyzed against 150 mL of release medium.
In order to accomplish sink conditions, release medium was composed of ethanol-water
75:25, at 32 °C (temperature of corneal surface) and 0.3 mL of samples were withdrawn at
regular time intervals during 24 h [48]. Lico-A content was analyzed by HPLC as previously
described. Moreover, the total volume of release medium was kept constant by replacement
with fresh medium throughout the experiment.

2.10. Ocular Tolerance of Licochalcone-A Functionalized Nanoparticles
2.10.1. In Vitro Ocular Tolerance

In order to assess the in vitro ocular tolerance, the HET-CAM (hen’s egg-chorioallantoic
membrane) test was developed as described in the INVITTOX protocol No. 15 [49,50]. This
method is based on the observation of the irritating effects (hemorrhage, vasoconstriction,
and coagulation) that may appear during the first five minutes after the application of
300 pL of the studied formulation on the chorioallantoic membrane (CAM) of a 10-day
embryonated egg. These eggs were kept at a temperature of 12 £ 1 °C for at least 24 h before
placing them in the incubator with controlled temperature (37.8 °C) and humidity (50-60%)
during the days of incubation [46]. Free Lico-A (dissolved in DMF:PEG 400:MQ Water;
1:49:50), Lico-A PLGA NPs, and Lico-A PLGA-PEG-CPP NPs were evaluated. Controls
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were created using SDS 1% (positive control for slow irritation), NaOH 0.1 N (positive
control for rapid irritation), and NaCl 0.9% (negative control).
Data were analyzed by calculating the ocular irritation index (OII) by applying
Equation (2) (n = 3/group).
301 -V 301 —-C
+

301 -H
= x5 x 7+ x 9 (2)

o 300 300 300

where H is the time in seconds in which the hemorrhage appears; V is the time in seconds
in which vasoconstriction appears; C is the time in seconds in which coagulation appears.

According to the OII score, the products were classified into four categories as de-
scribed elsewhere [44].

2.10.2. In Vivo Ocular Tolerance

In order to confirm the in vitro results, the primary eye irritation test of Draize et al.
was used [46,51]. Young adult male albino New Zealand rabbits with an average weight
of 2.5 kg housed in individual cages were used. Animals were maintained in controlled
temperature (17-23 °C) and relative humidity (60-80%) conditions with food and water
supplemented ad libitum. This test was carried out in accordance with the Ethical Com-
mittee for Animal Experimentation of the University of Barcelona and current legislation
(Decree 214/97, Gencat). The products Lico-A PLGA NPs, Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs,
and Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs were evaluated. Each product (50 uL) was instilled in
the conjunctival sac of the right eye and a gentle massage was applied to ensure correct
circulation of the sample. Readings were carried out 30 min after the application of the
sample, using the left eye as a negative control (n = 3/group). OII was determined as
previously described elsewhere [52].

2.11. Anti-Inflammatory Therapeutic Efficacy of Licochalcone-A Functionalized Nanoparticles

The ability of the developed formulations to revert to ocular inflammation was demon-
strated in New Zealand rabbits. Therefore, Lico-A PLGA NPs, Lico-A PLGA-PEG-Tet-1
NPs, and Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs were evaluated in vivo in New Zealand rabbits [52].

In order to induce ocular inflammation, 50 uL of SA 0.5% (w/v) dissolved in PBS
(pH 7.4) were instilled in the right eye. After 30 min of the induction of inflammation, 50 uL
of each formulation (Lico-A PLGA NPs, Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs, and Lico-A PLGA-
PEG-B6 NPs or isotonic saline serum) were instilled in the conjunctival sac of the right eye,
using the left eye as a control. Inflammation was evaluated 30 min after instillation of the
formulations, and then at 60, 90, 120, 150, 180, and 210 min, according to a modified Draize
scoring system [53,54]. Ocular inflammation score was calculated and expressed as mean
=+ SD. Moreover, inhibition inflammation % was also calculated according to Equation (3):

C-T

Inflammation inhibition (%) = c X 100 (3)

C = saline serum ocular inflammation (control group)
T = treated group ocular inflammation

2.12. Statistical Analysis

Statistical analyses were performed by using one-way ANOVA with Tukey post hoc
test. All analyzed data were presented as mean + SD. GraphPad Prism® 6.01 software was
used to analyze the data.

3. Results and Discussion
3.1. Optimization and Characterization of Licochalcone-A PLGA NPs

In order to optimize the formulation, Lico-A PLGA NPs were prepared by solvent dis-
placement technique and optimized by DoE, analyzing the effect of independent variables
(drug, surfactant, and polymer concentrations) on the dependent variables (Zay, PI, ZP,
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and EE). The results obtained for different formulations of the central composite factorial
design can be observed in Table 2.

Table 2. Results of the factorial design developed to optimize Lico-A NPs formulation.

Independent Variables Dependent Variables
EXperiment LicoA PLGA Tween 80
Zay (nm) Pl ZP(mV)  EE(%)
Coded Level mg/mL  Coded Level mg/mL  Coded Level Y%
1 -1 0.5 -1 45 -1 0.6 130.6 0.103 -39.2 18.80
2 1 15 -1 45 =1 0.6 1448 0.098 —36.3 5543
3 -1 0.5 -1 45 1 1.0 126.7 0.091 -354 10.38
4 1 1.5 -1 45 1 10 130.4 0.088 —-318 19.92
5 e | 0.5 1 55 -1 0.6 136.0 0.078 -327 30.04
6 1 15 1 55 -1 0.6 155.0 0.082 —-334 61.72
7 =1 0.5 1 55 1 1.0 166.1 0.103 —338 7.02
8 1 15 1 55 1 1.0 1435 0.079 -31.6 3232
9 1.68 1.84 0 5.0 0 0.8 149.6 0.095 -317 59.53
10 —1.68 0.16 0 5.0 0 08 129.6 0.100 -37.8 3555
1 0 1.0 0 5.0 1.68 1.136 1348 0.111 —-313 8.65
12 0 1.0 0 5.0 -1.68 0.464 135.7 0.085 -334 4546
13 0 1.0 1.68 5.84 0 0.8 139.5 0.088 —35.1 16.25
14 0 1.0 —1.68 4.16 0 0.8 1244 0.096 —31.6 12.50
15 0 1.0 0 5.0 0 0.8 1329 0.092 -326 13.62
16 0 1.0 0 5.0 0 0.8 1281 0.099 -30.5 14.14

Data obtained was analyzed in order to observe the trends that Lico-A PLGA NPs
follow. Regarding the Z,y, it can be observed that low Lico-A concentrations are able
to provide smaller NPs size (Figure 2A). Moreover, high PLGA amounts tend to slightly
increase NPs Z,y (Figure S2). This fact correlates with previous studies carried out using
polymeric NPs where increased PLGA concentration causes higher Z,, [43]. Moreover,
Zay varies when low surfactant concentrations are used observing that at high surfactant
amounts lower Z,y is obtained. Importantly, even with low surfactant amounts, all the
formulations obtained showed Z,, below 200 nm. Moreover, increased amounts of Tween
80 favor lower PI values and, as observed for Zay, high Lico-A amounts tend to increase
the PI (Figure 2B). Therefore, medium-low Lico-A concentrations will be used in order to
reduce PL. Moreover, as can be observed in the Pareto chart, low amounts of Tween 80 also
favor the EE (Figure 2C). Concerning this parameter, low Lico-A values tend to increase
the EE (p < 0.05) (Figure 2D). This might be due to the fact that it is easier to encapsulate
low amounts of drug, thus obtaining high EE values.

After analyzing the trends obtained and due to the fact that even at high PLGA
amounts all Lico-A loaded NPs showed average sizes below 200 nm, the optimized formu-
lation was developed and characterized containing 1 mg/mL of Lico-A, 8 mg/mL of PLGA,
and 0.4% Tween. The physicochemical properties of the optimized NPs were suitable
for ocular drug delivery since Zy (163.81 & 2.29) was below 200 nm, PI (0.075 = 0.010)
corresponded to monodisperse particles, ZP (—24 £ 1.4) was highly negative, and EE
(56.26 + 0.16) was superior to 50%.
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Figure 2. Design of experimental results. (A) Surface response plot for Z,y, (B) Surface response
plot for PI, (C) Pareto chart for EE (A: Lico-A concentration; B: PLGA concentration; C: Tween
concentration; vertical blue line indicates significant effect), (D) Contoured surface response plot
for EE.

3.2. Short-Term Stability of Licochalcone-A PLGA NPs

The optimized Lico-A PLGA NPs were stored at three different temperatures (4, 25,
and 38 °C) in order to study their short-term stability. As can be observed in Figure 3,
Lico-A PLGA NPs were stable at 4 °C and 25 °C even after 3 months of storage. However,
at 38 °C, the formulations were clearly unstable obtaining variations of the BS superior to
10% [55,56]. These results correlate with other obtained by previous authors using PLGA
nanocarriers [43]. Moreover, differences in the BS profile at 4 and 25 °C were below 10%,
which indicates a suitable short-term stability at both temperatures. However, a slight
difference after two months of storage can be observed at 25 °C which may indicate an
initial instability process, whereas at 4 °C the profiles were almost identical. Therefore, 4 °C
will be the most suitable temperature for storing Lico-A PLGA NPs.

3.3. Synthesis of CPP and Polymer Conjugation

In order to functionalize Lico-A PLGA NPs, two CPPs were synthesized by solid phase
peptide synthesis. A residue of Cys was incorporated at the N-terminal end of both Tet-1
and B6 peptides to perform a covalent linkage with the PLGA-PEG-maleimide copolymer
previously synthesized. Peptide characterization by ESI-MS is shown in Table S1 of the
supplementary material. The PLGA polymer was activated with NHS and covalently
coupled to the maleimide-PEG-NH; by formation of an amide group in liquid phase.
Afterwards, conjugation of PLGA-PEG-maleimide with CPP Tet-1 and B6 was carried out
in solution, being confirmed by TH-NMR.
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Figure 3. Turbiscan backcattering profile at different temperatures analyzed monthly. (A) 4 °C,
(B) 25 °C and (C) 38 °C.

3.4. Physicochemical Characterization of Licochalcone-A Functionalized Nanoparticles

Table 3 shows the results of the physicochemical properties of surface functionalized
Lico-A NPs. It can be observed that both formulations (Lico-A PLGA-PEG-Tetl NPs
and Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs) show optimal physicochemical properties for ocular
administration. Interestingly, the conjugation of a CPP to the polymer allows to obtain
Lico-A NPs with lower Zay, probably due to polymer interactions with the positive peptide
charge compacting the NPs core. Moreover, CPP conjugation increases the Pl in a slight
manner, but all the formulations PI remain below 0.2. However, it can be observed that
average size and PI of Lico-A PLGA-PEG-Tet1 NPs are slightly higher than Lico-A PLGA-
PEG-B6 NPs probably because B6 has a higher positive AA ratio (4 positive AA /9 total
AA) than Tet-1 (2 positive AA/12 total AA). Therefore, B6 higher positive charge may favor
PLGA interaction, thus contributing to smaller and more homogeneous NPs than Tet-1. In
addition, ZP of the obtained peptide targeted NPs showed a surface charge modification
from negative to highly positive. This has been previously described by other authors
using CPP [8]. Furthermore, this positive charge will ensure better interaction with corneal
tissues due to their negative charge [57]. The EE values of Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs are
significantly lower than Lico-A PLGA NPs and Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs where the
EE is higher than 50% of the initial drug added. This may be due to the smaller Lico-A
PLGA-PEG-B6 NPs Z,y that might cause lower EE values [58].

Table 3. Physicochemical parameters of the optimized formulation (1 mg/mL of Lico-A, 8 mg/mL of
PLGA, and 0.4%Tween 80) without peptide addition, with PEG and Tet-1 peptide, and with PEG and
B6 peptide.

Formulation Z,y (nm) + SD PI + SD ZP + SD EE (%)
Lico-A PLGA NPs 163.81 +2.29 0.075 + 0.010 -242+14 56.26 + 0.16
Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs 128.65 + 7.53 0.149 + 0.016 16.02 + 0.58 53.26 + 0.62
Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs 114.24 + 242 0.122 + 0.012 1049 + 1.02 31.36 + 0.60

3.5. Morphology of Licochalcone-A Functionalized Nanoparticles

Lico-A PLGA NPs, Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs, and Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs were
observed by TEM after negative staining (Figure 4). In all the cases, Lico-A loaded NPs
showed a spherical shape and a smooth surface, characteristic of this type of drug delivery
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system, without any aggregation phenomena [52]. As expected, NPs size measured by
TEM was similar to the size obtained by PCS [59].

A) B)

Figure 4. Transmission electron microscopical images of Lico-A NPs. (A) Lico-A-PLGA NPs (scale
bar corresponds to 1 um), (B) Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs (scale bar corresponds to 100 nm), and
(C) Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs (scale bar corresponds to 500 nm).

3.6. Drug Release of Licochalcone-A Functionalized Nanoparticles

In order to study the release of Lico-A from Lico-A PLGA NPs, Lico-A PLGA-PEG-Tet1
NPs, and Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs, a direct dialysis experiment was carried out. In all
Lico-A NPs, an initial fast release corresponding to a burst effect of the Lico-A placed on
the NPs surface followed by a sustained Lico-A release can be observed (Figure 5).

1204 ;
-® Lico-A PLGA NPs

X ~&- Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs
3 ~¥- Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs
b

3
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-
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Figure 5. Lico-A release profile carried out by direct dialysis method for studying several formulations
(Lico-A PLGA NPs, Lico-A PLGA-PEG-Tet1 NPs, and Lico-A-PLGA-PEG-B6 NPs).

Moreover, release profiles of all the formulations were very similar, being able to
release Lico-A within the first 24 h after their application. In addition, this release from
biodegradable nanocarriers is usually governed by a diffusion process since it is much faster
than the matrix degradation [55]. Release data were fitted to a hyperbola equation [60-62].
Although all of the formulations were very similar, as can be observed in Table 4, Lico-A
PLGA-PEG-Tet-1 NPs showed the higher Ky (equilibrium dissociation constant) thus
meaning that diffusion of Lico-A is slower than the observed in the other formulations,
indicating that the formulation obtained with the Tet-1 peptide conjugated to the polymer is
able to delay Lico-A delivery. Moreover, in all cases, Bnax was around 100%, thus indicating
that all of the Lico-A encapsulated is released within 24 h [43].
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Table 4. Release data fitted to a hyperbola equation (meaning Ky, half of the time when Lico-A is
released at equilibrium and Bpya maximum % of Lico-A released).

Lico-A PLGA NPs Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs

Bunax (%) 1289 +9.3 136.0 + 10.6 1193 + 95
Kg (min) 328.6 4 514 379.3 + 61.6 2420 + 464
Goodness of Fit
R? 0.8937 0.8891 0.8338

3.7. Ocular Tolerance of Licochalcone-A Surface Functionalized Nanoparticles

The potential risk of eye irritation caused by the developed formulations was evaluated
by ocular tolerance tests using in vitro and in vivo methods.

An in vitro HET-CAM test was carried out and OII was calculated. Images were
recorded before and after 5 min of the product application to the CAM (Figure 6). Moreover,
OIl was calculated showing that neither Lico-A PLGA NPs, Lico-A PLGA-PEG Tet-1 NPs,
nor Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs were irritants. Therefore, all the formulations obtained
an OII around 0 without observing any irritation phenomena and they were classified
as non-irritant.

A) B) 0

D) E) F)

Figure 6. HET-CAM assessment images after 5 min of the product application. (A) NaCL, (B) NaOH,
(C) SDS 1%, (D) Lico-A PLGA NPs, (E) Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs, (F) Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs.

However, since the in vitro results are not able to reproduce all of the in vivo condi-
tions, Draize eye irritation of free Lico-A, Lico-A PLGA NPs, Lico-A PLGA-PEG-Tet1 NPs,
and Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs was carried out to confirm the HET-CAM classification [63].

The results of the in vivo test showed excellent ocular tolerance for all the formulations
evaluated (Figure 53). No signs of eye irritation were detected in any of the formulations,
being classified as non-irritating substances. Therefore, these results agree with those
obtained by the HET-CAM test confirming its suitability for the evaluation of the ocular
tolerance of pharmaceutical products [44].

3.8. Anti-Inflammatory Therapeutic Efficacy of Licochalcone-A Functionalized Nanoparticles

The anti-inflammatory efficacy of the Lico-A NPs functionalized with Tet-1 or B6
peptides was assessed in a model of ocular inflammation.

As can be observed in Figure 6, during the first timepoints, all of the Lico-A NPs and
free Lico-A showed statistically significant differences against the control group (p < 0.001).

88



3. RESULTADOS

Pharmaceutics 2022, 14, 285

13 0f 17

This may be due to the potent Lico-A anti-inflammatory capacity previously reported by
other groups and demonstrated here for ocular applications [64,65]. Among all the formu-
lations, Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs presented significantly increased anti-inflammatory
activity compared to the other formulations and free Lico-A (Figure 7). This correlates with
the faster initial Lico-A release obtained in vitro as well as with the fact that B6 peptide has
a higher positive charge than Tet-1, thus increasing the interactions with negative ocular lay-
ers and allowing Lico-A enhanced penetration and therapeutic effects. Furthermore, Lico-A
PLGA-PEG-B6 NPs also possess a smaller average size which may facilitate their cellular
internalization and pharmacological effects [66]. Moreover, free Lico-A showed an initial
superior activity compared to Lico-A PLGA NPs and Lico-A PLGA-PEG-Tet1 NPs but after
90 min no significant differences between the formulations were obtained. Moreover, all of
the assessed formulations were able to reduce inflammation compared to the saline serum
control in a significant manner, even after 210 min after the inflammation induction.
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Figure 7. Ocular anti-inflammatory results. (A) Ocular inflammation score. (B) Inhibition of inflam-
mation (%). Significant differences compared to the saline serum group: ** p < 0.01; *** p < 0.005;
% p < 0.0001.

Therefore, these results demonstrate that Lico-A could be used for ocular inflammation
treatment and that surface functionalized NPs were able to decrease inflammation in a more
prolonged manner than the free drug. Moreover, Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs constitute the
best strategy to administer Lico-A in ocular tissues, being able to reduce inflammation in a
significantly effective manner.
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4. Conclusions

In the present manuscript, two formulations of Lico-A loaded peptide-functionalized
biodegradable NPs were developed. Moreover, the DoE approach was confirmed to be a
suitable method to optimize Lico-A PLGA NPs that showed a suitable short-term stability.
In addition, PLGA surface was functionalized with PEG and custom-synthesized CPP
obtaining two formulations: Lico-A PLGA-PEG-Tetl NPs and Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs.
These formulations were characterized by obtaining an average size below 200 nm and a
monodisperse system with highly positive surface charge. In addition, they demonstrated
to provide a prolonged Lico-A release, slightly slower for Lico-A PLGA-PEG-Tetl NPs.
In addition, none of the formulations were irritants in vitro or in vivo. Furthermore, the
ocular anti-inflammatory efficacy of Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs was significantly superior
compared to free Lico-A and Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs. Despite that, in all the cases the
formulations developed showed significant anti-inflammatory effects against the control.
However, Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs were demonstrated to reduce inflammation in a
highly effective manner constituting a promising system to be topically administered for
ocular inflammation.

Supplementary Materials: The following are available online at https: // www.mdpi.com/article/10
.3390/ pharmaceutics14020285/51, Figure S1: Chemical structure of CPPs. (A) Tet-1 peptide, (B) B6
peptide; Figure S2: Average size DoE analysis. (A) Pareto chart of average size, (B) surface response
corresponding to average size obtained with 0.8% of Tween. Figure S3: Ocular tolerance Draize test
results after 30 min of the product application. (A) Saline serum (control group), (B) Lico-A PLGA NPs,
(C) Lic-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs, (D) Lic-A PLGA-PEG-B6 NPs; Table S1. Peptide characterization
by ESI-MS.
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Figure S1. Chemical structure of CPPs. A) Tet-1 peptide, B) B6 peptide.
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Figure S2. Average size DoE analysis. A) Pareto’s chart of average size, B) Surface response corresponding to average size
obtained with 0.8 % of Tween.
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Figure S3. Ocular tolerance Draize test results after 30 min of the product application. A) Saline serum (control group); B)
Lico-A PLGA NPs, C) Lic-A PLGA-PEG-Tet-1Cys NPs, D) Lic-A PLGA-PEG-B6 NPs.
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Table S1. Peptide characterization by ESI-MS.

Mw ESI-MS theoretical experimental
(g/mol) m/z m/z m/z
. [M+2H]2* 824.48 82397
Ogj;;j:gms 1646.98 [M+3H]* 549.99 549,64
[M+4H]# 412.75 412.73
Cys-B6 108131 [M+2H]* 541.65 541.96
CasHsoN1sOuS [M+3H]* 361.44 360.88
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Keywords: Licochaleone-A (Lico-A) PLGA NPs functionalized with cell penetrating peptides B6 and Tet-1 are proposed for
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g;::‘““_"'“"s peptide profile, and their anti-inflammatory activity against RAW 264.7 cell lines. Given the risk of hydrolysis of the

liquid suspensions, freeze-diving was carried out testing different eryoprotectants (e.g., disaccharides, alcohols,
and oligosaccharide-derived sugar aleohol) to prevent particle aggregation and mitigate physical stress. As the
purpose is the topical eye instillation of the nanoparticles, to reduce precorneal wash-out, increase residence time
and thus Lico-A bioavailability, an in-situ forming gel based on poloxamer 407 containing Lico-A loaded PLGA
nanoparticles functionalized with B6 and Tet-1 for ocular administration has been developed. Developed for-
mulations remain in a flowing semi-liquid state under non-physiological conditions and transformed into a semi-
solid state under ocular temperature conditions (35 °C), which is beneficial for ocular administration. The pH,
viscosity, texture parameters and gelation temperature results met the requirements for ophthalmie formulations.
The gel has characteristics of viscoelasticity, suitable mechanical and mucoadhesive performance which facilitate
its uniform distribution over the conjunctiva surface. In conclusion, we anticipate the potential clinical signifi-
cance of our developed product provided that a synergistic effect is achieved by combining the high anti-
inflammatory activity of Lico-A delivered by PLGA NPs with B6 and Tet-1 for site-specific targeting in the
eye, using an in-situ forming gel.
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1. Introduction

A, q

One of the most common signs of eye di is ocular i
tion, which can affect both the anterior and the posterior segments of the
eye (El-Haddad et al., 2021). Topical administration of anti-
inflammatory drugs, namely corticosteroids, are effective in treating
ocular surface and anterior segment inflammation, including pain and
post-operative inflammation, seasonal allergic conjunctivitis keratitis or
anterior uveitis (Mazet et al., 2020). But these drugs are associated with
side effects including elevation of intraocular pressure and cataract
formation (Comstock and DeCory, 2012), the reason why new thera-
peutic strategies to treat ocular inflammatory diseases are in the

pipelines.

Special attention is being paid to herbal medicines derived from
natural compounds b of their minimal or negligible side effects on
normal tissues compared to synthetic compounds (Mittal and Kakkar,

2021). Licochalcone-A (Lico-A), a chal id (natural ph com-
pound), isolated from the Glycyrrhiza species, shows many pharmaco-
logical activities, such as anti-cancer, anti-inflammatory, anti-viral and
anti-angiogenic activities (Guo et al., 2019; Liu et al,, 2021). Anti-
inflammatory ocular activity of this drug was also reported (Galindo
et al., 2022); however, the high partition coefficient and poor water
solubility exhibited by Lico-A significantly affect its bioavailability
when administered topically (Wang et al., 2022).

In the last few decades, nanoparticle-based drug delivery systems
have been widely used, also for targeting drugs to ocular tissues (Yun
etal., 2015). Among these, polymeric nanoparticles have been proposed
as a suitable approach to improve corneal permeation of class II/IV

Journal of F 639 (2023) 122962
instilled in liquid form (exact and precise application) on-site where the
gelling mechanism takes place induced by changes of temperature, pH
and ionic strength, inherent to the administration site (ocular environ-
ment) (Bai et al., 2022).

Poloxamers, triblock copolymers formed by polyethylene oxide
(PEO) and polypropylene oxide (PPO) units arranged in a PEO-PPO-PEO
structure, also known as Pluronics, are non-ionic, water-soluble mate-
rials that have attracted much interest as pharmaceutical excipients (de
Castro et al,, 2022). These polymers have an amphiphilic character,
presenting surface-active properties and are capable of interacting with
hydrophobic surfaces and biological membranes (Singla et al., 2022).
Pluronics form gels in situ in response to increased temperature; besides,
as these polymers are transparent, they do not interfere with normal
vision and are therefore more suitable for applications in ophthalmology
(Bai et al., 2022).

This study focuses on the development and characterization of Lico-
A, loaded in biodegradable polymeric PLGA NPs as a potential formu-
lation for the topical administration onto the eye, improving their sta-
bility by freeze-dried, and by developing an in-situ forming gel system
based on poloxamer 407.

2. Materials and methods
2.1. Materials
Lico-A was purchased from Amadis Chemical (Hangzhou, China) and

the polymer PLGA 50:50 Resomer® RG 503H, 34 KD from Boehringer
Ingelheim (Ingelheim, Germany). Maleimide-PEG-NH2 (5 kDa) was

drugs improving either their stability or solubility, or by pr ing

targeted-specific delivery (Wang et al., 2021). Synthetic polymers such
as poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) have been extensively employed
in NPs production because they are approved by the US Food and Drug
Administration (FDA) as they are biocompatible, biodegradable, and are
able to maintain the physicochemical stability of many drugs (Badran
et al., 2018).

During the last years, cell penetrating peptides (CPPs) have emerged
as versatile tools to facilitate transport inside cells (Gessner and Neu
ndorf, 2020). We have previously demonstrated that polymeric nano-
particles functionalized with two CPPs, Tet-1 and B6, increases cell
penetration and efficient drug delivery to ocular cells (Galindo et al,,
2022). However, PLGA NPs, when stored for a long time in liquid form,
may gradually release the encapsulated drug into the medium as a
consequence of hydrolysis (Makadia and Siegel, 2011). A promising
method for effective long-term stabilization of these nanosized drug
delivery systems is freeze-drying (Sylvester et al., 2018) during which
water is removed from nanosuspensions (frozen) under vacuum by
sublimation. In this process, the use of cryoprotectants is required to
inhibit particle aggregation and mitigate physical stress (Kadowaki
et al., 2022; Luo et al., 2021).

The topical delivery of drugs continues to be the most appropriate
option for the treatment of ocular diseases, attributed to a greater pa-
tient's compliance as formulations are easy to apply. However, con-
ventional ocular dosage forms such as solutions, suspensions, and
ointments have disadvantages, including enhanced precorneal elimi-
nation, high variation of inter-individual responses and treatment effi-
ciency, and may also cause blurred vision (Mohd Shahrizan et al., 2022),
In addition, it is known that<5 % of the applied dose is bi ilable, i.e.,
able to reach intraocular tissues after corneal penetration. Most of these
conventional forms are washed-out from the surface of the eye by
blinking and lacrimal drainage in first 15-30 s after instillation, and also
because of the presence of the corneal epithelium which is a barrier to
drugs, and the clearance from the vasculature in the conjunctiva (Gause
et al,, 2016; Maulvi et al., 2021). To overcome these drawbacks, the
development of formulations that ensure an extended corneal residence
time and improved permeation of the drug product, thus increasing its
bioavailability, is an interesting option. For that, in-situ forming gels are

b d from Jenk (Beijing, China), Tween® 80, sucrose, D-
(+)-trehalose dihydrate, sorbitol and maltitol were provided by Sigma-
Aldrich (Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Glycerol anhydrous was by
AppliChem GmbH (Darmstadt, Germany). Poloxamer 407 (PF127) and
Hexadecyltrimethyl: i bromide (CTAB) were obtained from
Sigma-Aldrich (Chemie GmbH, Steinheim, Germany). Methocel A4M
(MC) was from Colorcon GmbH (Idstein, Germany). Dulbecco's Modi-
fied Eagle's Medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS), penicillin/
streptomycin, L-glutamine, 0.05 % trypsin-EDTA were obtained from
Gibco (Alfagene, Portugal). Alamar Blue® was from Invitrogen, Life-
Technologies (Porto, Portugal). Caco-2. (Human colon adenocarci-
noma cell line) and RAW 264.7 (mouse macrophages, Abelson murine
leukemia virus-induced tumor cell line) were purchased from Cell Lines
Service GmbH (CLS, Eppelheim, Germany). Acetone was purchased
from Fisher Scientific (Loughborough, UK). Methanol and diethyl ether
were obtained from Merck KGaA (Darmstadt, Germany). Water filtered
through the Millipore® MilliQ system was used for all experiments and
the other chemicals and reagents used in the study were of analytical
grade.

2.2. Production and optimization of Licochalcone-A PLGA nanoparticles

Lico-A PLGA NPs were developed by the solvent displacement
method and optimized in a 2* central composite factorial design, pre-
viously described by us (Galindo et al., 2022). Briefly, 10 mg of Lico-A
and 80 mg of PLGA Resomer® RG 503H were solubilized in 5 mL of
acetone. Once completely dissolved, this solution was dispersed drop-
wise, with moderate mechanical stirring, in 10 mL of the of the aqueous
phase containing 0.4 % of Tween 80; this process was carried out at
room temperature. Then, the organic solvent was evaporated from the
suspension under reduced pressure using a rotary evaporator.

The physicochemical properties of Lico-A PLGA NPs, average size
(Zay) and polydispersity index (PI) were measured by Photon Correlation
Spectroscopy (PCS), after a 1:10 dilution with MilliQ® water, using the
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, UK) at 25 °C. The
surface charge of the particles was evaluated by means of zeta potential
(ZP) and determined by laser-Doppler electrophoresis with the M3 PALS
system in a Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, UK).
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The entrapment efficiency (EE) was determined indirectly by
measuring the non-entrapped drug, and the quantification of Lico-A in
the aqueous phase was performed by reverse-phase high performance
liquid chromatography (RP-HPLC) (Galindo et al., 2022), using equation
(1):

total amount of Lico— A — free amount of Lico— A

EE(%) = total amount of Lico— A

x100 (1)

For this study, the formulation with the most appropriate physico-
chemical and EE characteristics was selected.

2.3. Synthesis of cell penetrating peptides and conjugation with PEG to the
polymer and preparation of Lico-A PLGA-PEG-CPP NPs

The synthesis of B6 and Tet-1 peptides, their conjugation with PEG to
the PLGA Resomer® RG 503H, and respective characterization were
described in a previous work (Galindo et al., 2022). After that, PLGA-
PEG-CPP NPs containing Lico-A were prepared by the optimized sol-
vent displacement method described in section 2.2.

2.4. In vitro Cell-based assays

2.4.1. Cell maintainance and handling

In this study, two cell lines (Caco-2 and RAW 264.7) were used to
evaluate, respectively, the anti-proliferative/cytotoxicity and anti-
inflammatory activity of the drug Lico-A, blank NPs (PLGA NPs), and
Lico-A PLGA-PEG-CPP NPs. Cells were maintained in complete culture
media (Dulbecco’s Modified Eagle Media (DMEM) supplemented with
10 % (v/v) fetal bovine serum (FBS), 1 mM L-glutamine and antibiotics
(100 U/mL of penicillin and 100 pg/mL streptomycin)) in an incubator
(5 % CO2/95 % air; 37 °C, controlled humidity). Near-confluence, cells
were treated as described in Silva et al. (Silva et al., 2020). Cells were
seeded into 96-well microplates (5 x 10* cells/mL, 100 uL/well),
maintained in incubator, and were allowed to adhere and stabilize for
48 h, for other details see (Andreani et al., 2014; Carbone et al., 2018;
Severino et al., 2014).

2.4.1.1. Cell Viability/Cytotoxicity assay. Alamar Blue® assay (Andreani
etal., 2014) was used to assess the cytotoxic effect of Lico-A and NPs on
Caco-2 and RAW 264.7 cell lines. Stock solution of Lico-A, at 10 mM
(3.38 mg/mL) was prepared in DMSO; and the final concentration of
DMSO, in test solutions, was never higher than 1 %. Nanoformulations
contain Lico-A at 1 mg/mL. After adherence and stabilization, cell cul-
ture media was removed and replaced with test solutions (100 pL/well),
prepared by dilution of stock solution or of NPs formulation in FBS-free
culture medium, to achieve the desired concentrations. Nano-
formulations of Lico-A (at 1 mg/mL of formulation) were diluted to
achieve concentrations of Lico-A from 0 to 100 pg/mL in test solution (or
equivalent concentrations of carriers, from blank NPs). After 24 h
exposure to test solutions, test solutions were removed and replaced by
Alamar Blue solution (100 pL/well; at 10 % (v/v), in FBS-free culture
medium). Absorbance was read, after 5 h incubation, at 570 nm and 620
nm, using a microplate reader (Multiskan EX, MTX Labsystems, USA). In
each assay, controls were considered, non-treated cells as positive con-
trol and Alamar Blue solution alone as negative control. Positive control
cells were subjected to the same procedures (i.e., replacing of media
(with only FBS-free culture media), Alamar Blue solution exposure) at
the same time-point as cells exposed to the test solutions. Results are
expressed as cell viability (% of control, i.e., positive control), calculated
as described by Andreani et al. (2014). Three independent assays were
performed, each one in quadruplicates. The ICsq values were calculated
as described in Silva et al. (Silva et al., 2019).

2.4.1.2. Anti-inflammatory activity. The anti-inflammatory activity of
Lico-A and NPs was evaluated in RAW 264.7 cells, as described (Silva
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et al., 2021). Briefly, RAW 264.7 cells were seeded in 96-well plates
(5x10* cells/mL, 100 pL/well) and, after 48 h, culture media was
removed and replaced by test solutions at non-cytotoxic concentrations
of Lico-A and of NPs (8 wells per condition), then cells were incubated
for 4 h. After incubation, test were 1 d and cells were
exposed to FBS-free culture media (4 wells per condition) or to FBS-free
culture media supplemented with lipopolysaccharide (LPS; at 1 pg/mL;
4 wells per condition), for additional 24 h. LPS activates TLR-4 receptors
at RAW 264.7 cells plasmatic membrane, resulting in the production of
cytokines and other inflammatory markers, as nitric oxide (NO) pro-
duction and release; anti-inflammatory activity is here then measured by
the reduction in NO release. After cells incubation (24 h), from each
well, 50 pL of supernatant was removed and transferred to a new 96-
wellplate, to which 50 uL/well of Griess reagent [0.1 % (w/v) N-(1-
naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride in water and 1 % (w/v)
sulfanilamide in 5 % (w/v) HaPO4 (v/v)] was added. After 15 min in-
cubation (room temperature, in the dark), absorbance was read at 550
nm (Multiskan EX microplate reader; MTX Labsystems, USA). Quanti-
fication of NO was made with resource to a standard curve performed
with sodium nitrite (NaNO>; in the range 0 to 100 pM) and results were
expressed as percentage of positive control (i.e., nitrite production by
cells only exposed to LPS), set to 100 %, that is O % of anti-inflammatory
effect. At the end of the experiment, the other 50 pL of culture media
were removed and 100 pL/well of Alamar Blue solution were added to
assess the cell viability. Cell viability was assessed as described above for
Caco-2 cells.

2.5. Freeze-drying of nanoparticles

For a preliminary screening, the excipients glycerol, maltitol, su-
crose, trehalose, or sorbitol were selected and added to the blank NPs at
0.5, 1, and 3 % (w/v). 4 mL of each nanoparticle formulation were
transferred to a glass vial and then frozen at —80 °C using a freezer
Arctiko ULUF 125® (Arctiko, Denmark) and subjected to the freeze-
drying process for 48 h at a pressure of 0.137 mBar in a Telstar
Cryodos-80 freeze drier (Terrassa, Barcelona, Spain). The dried cakes
obtained were stored at —20 °C. Once the most suitable cryoprotectant
and its p ge were d, the were prepared
with drug nanoparticles Lico-A PLGA NPs and functionalized with CPPs
Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs and Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs. Since the
focus of this study was on obtaining a suitable preservation method with
cryoprotectants, the same preservative freeze-drying cycle was used for
all nanoparticle formulations.

2.6. Osmolality

The osmolality (mOsm/kg) of nanoparticles formulations and for-
mulations prepared with cryoprotectants, were measured in an
Osmometer Type 15 (Loser Messtechnik, Berlin, Germany).

2.7. Reconstitution of Freeze-dried nanoparticles

For the reconstitution of each freeze-dried nanoparticle formulation,
a modification of the standardized protocol developed by Kulkarni et al.
(Kulkarni et al., 2018) was used. Briefly, freeze-dried cakes were
equilibrated to room temperature before being reconstituted. After that,
to each formulation, the initial volume of MilliQ® water was added
(milliliters of product before the freeze-drying). Each vial was manually
swirled at 90 rpm in a circular motion. Swirling of the vial involved
rotating around the circumference of a circle with a diameter of 10 cm.
Swirling was paused at 2 min for 15 s to visually assess progress, taking
care to keep the vial upright and stable to avoid it from tipping and any
unsuspended cake residue moving to other parts of the vial. The vial was
again swirled for 1 min followed by another 15 s observational pause.
The next swirling period was 2 min (with 15 s pause). Finally, two more
periods of 2-minute swirling and 15-second observational pause were
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Fig. 1. (A) PLGA-PEG-B6 polymer, (B) PLGA-PEG-Tet-1 polymer.

used, and this was noted as the endpoint of reconstitution. The recon-
stituted solutions were visually inspected with the same criteria and the
one that was totally dissolved and similar in appearance to the non-
freeze-dried nanoparticles suspension control was chosen.

2.8. Differential scanning calorimetry (DSC)

DSC analysis was used to determine the physical state of Lico-A, the
components of NPs formulation, and the freeze-dried functionalized
nanoparticles. This study was performed in a DSC 200 F3 Maia®
(NETZSCH, Germany). It consists of a double oven with two positions,
one for the sample crucible to be analyzed and another for the reference
crucible, which is normally empty. Samples (between 2 and 5 mg) were
weighed into an aluminum crucible, which is then closed and placed in
the oven. The samples are subjected to a temperature program between
10 °C and 240 °C ( above the ple with the
hlghdl melting poml), ata heanng rate of 10 “C/min. The result of the

lysis is translated into a ther and the determination of the

halpy, melting start and melting point) is

performed with the Pro(eust 6.1 OB Thermal Analys:s software
(NETZSCH, Germany).

2.9. Preparation of in-situ forming gels

Gels were prepared di g 0.25 % of sodi Igi in NPs
suspensions (blank NPs and LxmA NPs) with the help of the mixer
Unguator® (Gako Deutschland GmbH, Schesslitz, Germany) at 800 rpm
for 3 min. One day later, MC (0-1 % w/v) and CTAB (0.2 % w/v) were
added and mixed at 800 rpm for 3 min. These preparations were left to
stand for a day and after that, the P407 (20 % w/v) was added and mixed
to yield gels at 1000 rpm for 5 min. The in-situ forming gels were
adjusted to pH 7.4 with NaOH and stored at 8 °C (Gonzalez Pizario
et al., 2019).

2.10. Determination of gelation temperature of in-situ forming gels

To determine the gelation temperature, 2 mL of each formulation
were prepared in glass tubes and placed in a water bath (Huber
Kaltemaschinenbau AG, Germany) with an initial temperature of 15 °C
and then slowly heated at a rate of 1 °C/min. until detection of phase
change (from solution to gel) determined by no change in the meniscus
and no flow of the formed gel when tilting the vial at an angle of 180°
(Mahboobian et al., 2020). The formulation with the most optimal
gelation temperature near the ocular surface temperature (32-35 °C),
was selected.
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2.11. Characterization of in-situ forming gels

2.11.1. Texture profile analysis

This study is based on the TA-XT2i© texture analyzer from Stable
Micro Systems® (Stable Micro Systems, Godalming, UK) using different
probes and the Exponent software (version 6.1.12.0). For all analyzed in-
situ Forming gels hardness, firmness, mucoadhesiveness, and spread-
ability at 20 °C and 35 °C were d. Data acq and I
was performed using a computer equipped with the Texture Expent
software for all cases.

2.11.1.1. Hardness. The hardness test the force required to
push the probe into the sample. The probe selected was P/2 2 mm Dia
Cylinder Stainless with a crosshead speed of 1.5 mm s~' and contact area
of 3.14 mm?. The parameter measured is the maximum force.

2.11.1.2. Firmness. The penetration method was used to determinate
this p which y force to produce a deforma-
tion. The probe selected was P/0.5 ¥:" Dia Delrin Aoac which penetrated
the sample with a load cell of 5 kg, a trigger force of 0.05 N, a pene-
tration depth of 5 mm, a velocity of 3 mm.s™' and a contact area of
126.68 mm?>. The obtained results were plotted as force (N) vs distance
(mm).

2.11.1.3. Mucoadhesi An adh test was used to compare the
surface stickiness of in-situ forming gels. The probe (A/MUC Mucoad-
hesion Test RIG) applied a force of 5 g on the surface of the sample at a
test speed of 0.5 mm.s~" holding it for 60 sec. After this time the probe
was withdraw at 8 mm.s™". The maximum force necessary to overcome
the attractive forces between the surface of the product and the surface
of the probe was r as the dhesi

2.11.1.4. Spreadability. The spreadability test was carried out as
described in a previous study (Oliveira et al., 2022). The probe was
properly selected (HDP/SR Spreadability RIG) and connected to the
equipment at an initial position of 25 mm after its calibration. Samples
were inserted into the female cone (bottom probe) and kept in a stove at
25 °Cor 35 °C + 1 °C for 30 min before testing. For measurement, ac-
cording to the method, the upper probe (male cone) penetrated the
sample in the female cone at a speed of 3 mm.s~" over a distance of 23
mm and then the probe returned to the starting position, providing the
result. Compression and ial forces were involved due to the
conical shape of the probe.
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anti-inflammatory action of Lico-A and of four formulations was
assessed by their ability to reduce the amount of NO released by LPS-

stimulated macrophages, and results are shown in Fig. 3A. Lico-A has
been reported as anti-inflammatory agent (Cai et al., 2023; Funakoshi
Tago et al., 2010; Galindo et al., 2022) and, indeed, it dose-

dependently reduces NO release from LPS-stimulated macrophages.
Raw 264-7 cells exposed for 4 h to 5 pg/mL of Lico-A only released ~ 16
% of NO compared to control (a NO reduction of ~ 84 % of control),
denoting its action on TLR4 signalling pathways (Tun et al., 2018) and
anti-inflammatory activity. At this concentration Lico-A was not cyto-
toxic to Raw 264-7 cells as cell viability assay indicates ~ 100 % cell
viability (Fig. 5B). Blank NPs (PLGA NPs) per se reduce NO release,
probably due to its lipid interference and potential competitive binding
to TLR4 reducing the LPS activity; however, the action of NPs lipids on
reduction of NO release needs further evaluation. Lico-A PLGA NPs show
increased anti-inflammatory activity, compared to Lico-A in solution,
probably due to improved delivery of Lico-A to the cells surface. Addi-
tion of cell penetrating peptides to Lico-A-PLGA NPs maintained the
anti-inflammatory activity as shown in Fig. 3A (two rightmost panels).
None of the formulations was toxic to RAW 264.7 cells, as cell viability is
maintained at 100 % (Fig. 3B).

It is commonly reported that, when CPPs are administered alone, the
cell viability is lower than the control; however, when linked to NPs, the
toxicity is lower, increasing the biocompatibility of nanoparticles. This
was the case of PC12 cells exposed to B6 peptide which showed a
decrease in 35 % of viability compared to non-exposed cells (cell
viability ~ 65 % of control), the same decrease was observed when
exposed to SA-Se-NPs. However, and as reported by Yin et al. (2015)
(Yin et al., 2015) when cells were treated with SA-Se-NPs conjugated
with B6 peptide (B6-SA-Se-NPs) the cell viability was only reduced in 10

% from control. This means that functionalization of NPs with B6
resulted in lower toxicity, as happened in our work. In a study using
curcumin as delivering molecule and B6 as CPP, Fan et al. (2018) (Fan
et al, 2018) assessed the viability of HT22 cells exposed to different
concentrations of curcumin (Cur), Cur-loaded PLGA-PEG, Cur-loaded
PLGA-PEG-B6, and PLGA-PEG-B6. In this case, the authors observed
no statistical differences between all samples, but cells exposed to Cur-
loaded PLGA-PEG-B6 showed on average higher viability. This study
also indicates that the functionalized particles were no more cytotoxic.
In other study, published by Zhang et al. (2014) (Zhang et al., 2014),
PC12 cells treated with EGCG-stabilized selenium nanoparticles coated
with Tet-1 peptide (Tet-1-EGCG@Se) showed higher viability than cells
exposed to EGCG@Se (selenium nanoparticles with EGCG attached onto
the surface), also showing that the binding of CPPs to NPs does not in-
crease cell toxicity. Conjugation of PLGA coated-curcumin nanoparticles
with Tet-1, was also shown to result in biocompatible nanoparticles,
without reporting higher toxicity against GI-1 glioma cells (Mathew
et al,, 2012).

In our study, we showed that encapsulation of LicoA reduces the
inherent toxicity of the drug, attributed to the controlled drug release
obtained when using ticles. B the functionalization of NPs
with both CPPs improves biocompatibility (by reducing cell toxicity
even more), as evidenced by the increase of the IC50. The aim of this
work was the delivery of an anti-inflammatory drug while maintain cell
viability. We show that encapsulation reduces the toxicity of LicoA and
also improved the anti-inflammatory effect of LicoA. Also, conjugation
of NPs with CPPs, namely with Tet-1, resulted in an increase of
biocompatibility while with B6 it was equal to the NPs.
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Table 2
Osmolality values of PLGA NPs nanoparticles in presence of different percent-
ages of cryoprotectants.

Cryoprotectant % (w/v) PLGA NPs Osmolality (mOsm/kg)
Without ery With ery

Glycerol 0.5 282 324

1 282 389

3 286 416
Maltitol 05 286 288

1 286 297

3 286 303
Sucrose 0.5 284 300

1 284 312

3 285 324
Trehalose 0.5 285 294

1 283 306

3 283 337
Sorbitol 0.5 282 298

3 282 303

3 282 308

Fig. 4. Visual evaluation of PLGA NPs (A); reconstituted sample of PLGA NPs
with 3 % maltitol (w/v) (B).

Table 3
Osmolality values of the d and fi lized NPs f I in
or not of the d cryop! at 3 % (w/v) and evaluation of the
cake appearance after freeze-drying.
Formulations Before freeze-drying After freeze-drying
Osmolality (mOsm/Kg) Cake appearance
Without With
‘maltitol maltitol
Lico-A PLGANPs 295 307 Collapsed in the middle with raised
295 306 edges. Rough and homogeneous
cake, yellow in color and opaque.
Lico-A PLGA- 297 312 Thin film in the middle of vial
PEG-B6 NPs 297 309 height. Cake homogeneous, slightly
porous, yellow in color and opaque.
Lico-A PLGA- 298 317 Homogeneous, smooth, yellow in
PEG-Tet-1 NPs 298 312 color, and opaque. Collapsed with
shrinkage, flat, rough cake.
3.3. Freeze-drying

Glycerol, maltitol, sucrose, trehalose, and sorbitol were evaluated as
possible cryoprotectants and were dissolved in PLGA NPs at 0.5, 1, and
3 % (w/v). In this phase, the osmolality was measured (Table 2) in order
to assess the adequate range which should be similar to lacrimal fluid,
around 302-318 mOsm/kg to avoid ocular irritation (Ramos Yacasi
et al., 2017).

For the freeze-drying procedure was carried out according to the
method described in section 2.5. Subsequently, the obtained cakes were
reconstituted and compared in appearance with a fresh sample of blank
NPs. The lyophilized pharmaceutical must retain the original product

Journal of 639 (2023) 122982
properties, low residual moisture, good cake appearance and fast
reconstitution (Trenkenschuh and Friess, 2021).

Formulations with trehalose and maltitol at 3 % (w/v) obtained the
shortest reconstitution times. On the other hand, sucrose freeze-dried
nanoparticles at 0.5 % (w/v) took the longest time to reconstitute. In
addition, maltitol samples showed the most similar visual appearance to
the fresh samples of PLGA NPs (Fig. 4). Considering the values of
osmolality, aspect of the dried cake, and the time and appearance of the
reconstitutions, maltitol was chosen as the ideal cryoprotectant at the
percentage of 3 % (w/v) for studies with Lico-A PLGA NPs, Lico-A PLGA-
PEG-B6 NPs and Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs.

Once the cryoprotectant and its appropriate percentage were
selected, the freeze-drying of the final formulations continued. Table 5
shows the results of the evaluation of Lico-A PLGA NPs and CPP-
functionalized NPs. The lality values d within the desired
limits for formulations i ded for ocular application and slight dif-
ferences were found in the appearance of the cake after freeze-drying,
possibly due to the structural difference from one CPP to another.

An important tool to predict the physical stability of freeze-dried
products during storage is DSC analysis (Ataide et al., 2021). The cake
obtained by freeze-dried nanoparticles must be stored at a temperature
below the thermal transitions of the dried formulation to prevent any
collapse, shrinkage or any other destabilization, such as crystallization
to be pharmaceutically acceptable (Abdelwahed et al., 2006). Thermal
profiles of freeze-dried formulations with maltitol at 3 % (w/v) were
analyzed by DSC (Fig. 5) to check thermal transitions.

Thermogram of freeze-dried PLGA NPs with 3 % maltitol (w/v)
(Fig. 5) sh d a broad endothermic peak starting at about 94.2 °C with
maximum at 111.2 °C, can be likely attributed to evaporation events.
Volatilized residual moisture from freeze-dried products usually shows
up in ther as broad endothermic peaks near the boiling point of
water (Jones and Seyler, 1994). Moreover, the thermal analysis of all the
freeze-dried formulations with this oligosaccharide-derived sugar
alcohol, as expected according to the literature, presented a glass tran-
sition at above room temperature (Shirke et al., 2005). The glass tran-
sition temperature (Tg) was determined as the maximum inflection point
of the discontinuities in the heat flow curves, being 57.2 °C to 66.4 °C
with midpoint 62.1 °C for PLGA NPs; 39.6 °C to 46.1 °C with midpoint
43.4 °C for Lico-A PLGA NPs; 44.5 °C to 50.9 °C with midpoint 47.7 °C
for Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs and 48.4 °C to 50.8 °C with midpoint
49.1 °C for Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs. Higher Ty values of the for-
mulations compared to the value of the cryoprotectant, could be due to
the polymer since the presence of this excipient with high Tg is a way to
raise the Tg of the amorphous sugar alcohol solid. In the case of the
formulations of PLGA NPs and Lico-A-PLGA-Tet-1 NPs, endothermic
peaks can be seen at 130.5 °C and 149.4 °C respectively, which might
suggest partial crystallization of the freeze-drying process (Kadoya et al.,
2010).

In the same way than the oligosaccharides, maltitol should substitute
water molecules surrounding the NPs to maintain the conformation
during the freeze-drying, due to its sufficient number of water-
substituting hydrogen bonds, decreasing the magnitude of most phys-
ical and chemical changes that occur during storage (Kadoya et al.,
2010).

3.4. In-situ forming gel formulation

The selection of the correct excipients is important for the purpose to
achieve an optimal balance between ocular formulation properties and
formulation effect on the ocular surface (Jurisi¢ Dukovski et al., 2020).
PF127 was used in the formulation to form an in-situ forming gel (ISFG).

garding the ation of PF127, systems composed of 20 % (w/w)
FP127 exhibited mucoadhesive profile marginally higher than those
containing 17.5 % (da Silva et al. (2021)). This polymer has the char-
acteristic of allowing the formulation to remain liquid under storage
conditions, but when it comes into contact with ocular temperature it
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Fig. 5. DSC analysis after freeze-drying in presence of 3 % maltitol (w/v) of (A) PLGA NPs; (B) Lico-A PLGA NPs; (C) Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs and (D) Lico-A PLGA-

PEG-Tet-1 NPs.

Table 4
Composition and characterization of in-situ gel formulations.

the optimal formulation.
The initial rheological test was performed with PLGA NPs and Lico-A
PLGA NPs to select the optimal formulation. Three formulations of in-situ

Formulation PF127 MC  CTAB PH PH Taolgel forming gel were tested ISFG-1, ISFG-2 and ISFG-3. The results of the
) :‘;/ wro) :::':" ‘:::'u ca viscosity illustrate that the i of MC ation increase the
consi; y of the gel, which corroborates the result obtained in the
IsPG-1 PLGA 2001 00 02 624 739 i gelation temperature test. In aq| y , PF127 ther itive
ISPN; '2 PLGA 200 05 02 691 7.36 ;‘: + gels are formed by hydrogen bonding, due to the attraction between the
NPs 1.2 poloxamer ether oxygen atom and the protons of water. Thus, by adding
ISFG-3 PLGA 20.0 10 02 6.97 7.42 22+ the MC amount (compound with hydroxyl groups), the number of
Nes 1.0 hydrogen bonds is expected to increase, leading to higher viscosil
B:,GL;:AUN‘;A 200 oR o3 L2 737 266* (h)/llan‘g)m etal, ZOOS).pec i 2 ¥
ISFG-2 Lico-A 200 05 02 6.83 7.38 3'2 % After that, a new rheological test was performed on the optimal
PLGA NPs 0.6 formulation (ISFG-2) with PLGA NPs, Lico-A PLGA NPs, Lico-A PLGA-
ISFGL: L:;A 200 10 02 6.95 7.41 21+ PEG-B6 NPs and Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs, with the aim of analyzing
PLGA 1.2

® Mean (+SD) of at least three replicate measurements.

turns into a gel. With this peculiarity, precision was expected in the
application of the formulation and that the contact time of the prepa-

the viscosity which depend on temperature and shear rate, so the storage
and application temperature of the formulation can be used as factors. In
our study, formulations were tested at a controlled shear rate at two
temperatures, 20 “C and 35 °C. The ocular temperature is approximately
between 32 °C and 34 °C (Khattab et al., 2019), so this temperature
cor ds to the of in-situ forming gel on the pre-corneal

2i
P PP

ration in the precorneal area would be prolonged, reduce the eli

tion rate, and increasing the bioavailability of the drug (Cardoso et al.,
2022). MC was used as a viscosity enhancing agent in different con-
centrations (that maintained the thermally reversible sol — gel charac-
teristics of the PF127 based formulations) in an attempt not to use a
higher concentration of PF127, and to obtain reasonable viscosity for the
prepared formulations. An important and critical parameter for ther-
mosensitive gel formulation is the gelation temperature (Tsol.ge). Since
the average temperature of precorneal mucosa is ~ 35 °C (Tan et al,,
2010), the optimal thermosensitive in-situ gel should have a Tg).ge|
above room temperature to ensure that the preparation remains liquid to
provide accurate dosing (Kitali¢ et al., 2018), and the acceptable range
of Tsol.gel for thermosensitive in-situ ocular gel is 30-35 °C to avoid the
rapid leakage out of the formulation (Permana et al,, 2021). Tsol.gel
values of the formulations are shown in Table 4, ISFG-2 was selected as

area thus increasing its contact time with the ocular mucus mem-
brane. The temperature of 20 °C correspond to the storage temperature,
just before its application on the ocular surface. The impact of the
different temperatures of the test on the consistency of the in-situ
forming gel was shown in Fig. 6, where it was observed that the viscosity
increased with the elevation of temperature. This could be explained,
because a higher temperature caused the dehydration of the PEO/PPO/
PEO triblock units of PF127 by the breakdown of the hydrogen bonds
between PEO units and water. As a result, this dehydration leads to
increasing the intermolecular interaction between PEO blocks and the
copolymer molecules aggregate into micelles, allowing the formation of
a more closely packed and a more viscous gel (El-Kamel, 2002; Kolsure
and Rajkapoor, 2012).

The temperature and shear rate significantly affect the viscosity of
the formulation. Fig. 6 shows the rheograms where the evolution of the
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ic properties (] storage modulus G* [Pa]; wloss modulus G™ [Pa]) of the optimized in-situ forming gel with Lico-A

PLGA NPs, Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs and Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs at 20 °C and 35 °C.

Table 5

Texture profile analysis of the optimized in-situ forming gel with Lico-A-PLGA NPs, Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs and Lico-A-PLGA-PEG-Tet-1 NPs.

Temperature Parameter ISFG Lico-A PLGA NPs ISFG Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs ISFG Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs
20°C Hardness Force (N) 0.055 0.058 0.056
Gradient (N/sec) 0.001 0.001 0.001
Firmness Force (N) 31.714 26.426 26.468
Separation (mm) 0.165 0.15 0.375
Mucoadhesiveness Negative force (N) ~29.328 ~26.331 -23.228
Gradient (g/sec) 5.268 4.167 4.215
Spreadability Force (N) 2.73 2.983 1.803
— Separation (mm) 3.738 5.048 3.688
35°C Hardness Force (N) 29.289 28.815 28.592
Gradient (N/sec) 9.624 9.476 9.395
Firmness Force (N) 98.448 98.153 107.324
Separation (mm) 0.06 0.045 0.075
Mucoadhesiveness Negative force (N) —81.393 —84.939 —73.931
Gradient (g/sec) 18.627 18.512 20.299
Spreadability Force (N) 10.628 10.261 11.871
Separation (mm) 9.9 1215 10.85

dynamic modules with respect to frequency is observed. It is clear that
the results revealing suitable gel stability and a viscoelastic gel behavior.
In all the formulations there is no crossover point between the modules,
behaving like a weak-gel (de Castro et al., 2022; Krtali¢ et al., 2018). The
rheograms obtained during tests at two temperatures, 20 °C and 35 °C,
show slight changes of the shape of the overall rheogram as the tem-
perature increases. At 35 °C, an increase in the distance between the
modules G' and G” was observed for each formulation, which is the

result of higher shear stress due to the increase in viscosity at this
temperature. Regarding the point of view of the ocular application of the
in-situ gel, it is a beneficial phenomenon to increase the contact of the
formulation with the pre-corneal mucosa because the temperature of
35 °C corresponds to the temperature on the ocular surface. After
administration, the formulation is expected to form a gel (G'> G”) and,
in this way, withstands the shearing forces expected in the eye during
and between blinking (Cardoso et al., 2022). These results indicated that
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20 °C and (B) 35 °C.

the formulations containing CPPs can increase the viscosity as the
temperature increases, but the T g).ge does not occur until 32 °C.
Texture analysis provides instrumental information on some struc-
ture properties of products and can predict the characteristics of the
formulation in vivo (De Souza Ferreira et al., 2017). Results of texture
analysis are important for the development of topical dosage forms

because the patient acceptability of the product depends mostly on its
application and organoleptic attributes. The analysis of texture param-
eters, hardness, firmness, mucoadhesi and ility are
directly influenced by the viscosity of the formulations. Textural prop-
erties are displayed in Table 5. The measurement of mechanical char-
acteristics such as hardness and firmness for in-situ forming gel, could be

Al
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calculated from the plotted of force versus distance, these p

4. Conclusi

are very important, and the results presented in Table 5. To facilitate
application at the time of use, the formulation must have adequate
strength, must be lower enough to ensure the easy administration but
not too low to avoid rapid drainage of the formulation from the eye, and
not too stiff to prevent patient discomfort (Khattab et al., 2019). Hard-
ness is the force required to attain a given deformation of the gel and is a

of the of application of the gel at the site of action. Gel
strength provides evidence about the firmness of the gelled structure and
it is directly proportional to hardness, firmness provides the capability of
the gel to resist the mucociliary clearance in the target area (Dawre
etal., 2022). Thus, as shown in Table 5, At 20 °C, the temperature during

In this study, Lico-A PLGA NPs functionalized with CPPs (B6 and Tet-
1) were produced by solvent displacement method with adequate
average size, polydispersity index, zeta potential and encapsulation ef-
ficiency. Results of in vitro biological experiments in Caco-2 and RAW
264.7 cell lines, sh d a relevant anti-infl y activity and non-
cytotoxic effect. Furthermore, the stability of the nanopamnles. was
improved by freeze-drying and psulation in a ther
hydrogel. In this sense, Lico-A PLGA NPs functionalized with CPPs were
freeze-dried in the presence of different cryoprotectants, and the redis-
persibility of NPs in the reconstituted was then eval d to

administration, all formulation were is semi-liquid form and sh d low

compare the lity, the time and appearance of the reconstitutions

values of hardness and firmness, these low values facilitate the correct
withdrawal of the product from the container (Said dos Santos et al.,
2020). The increase in analysis temperature from 20 °C to 35 °C, was
followed by an increase of hardness and firmness of in-situ forming gels.
These findings are due to the modifications in the internal structure of
the poloxamer, exhibiting a stronger polymeric network (El Kamel,
2002; Kolsure and Rajkapoor, 2012). For example, in the case of ISFG
loaded Lico-A PLGA NPs, Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs and Lico-A PLGA-
PEG-Tet-1 NPs at 35 °C the hardness was much higher in comparison
with the analysis at 20 °C for the same formulations, presenting values
from 29.3 N, 28.8 N and 28.6 N respectively, and firmness in the same
way for the ISFG loaded NPs. Increasing the temperature from 20 °C to
35 °C led to increasing the hardness and firmness, indicating an

deq gel 'y to keep the for with no deformation at
the site of action (Jones et al., 1997). The influence of hardness on the
retention time of the formulation on the target site has been studied,
since the adequate hardness prevents the preparation dilution by
mucociliary clearance (De Souza Ferreira et al., 2017).

Formulations that have been designed for topical use in the eye must
show adhesion to mucosal surface as this will decrease their clearance
time, and thus improve clinical efficacy. Adhesiveness is defined as the
work required to overcome the attractive forces between the surface of
the sample and the surface of the probe (Pandey et al., 2017). With
mucoadhesive studies performed at/near the target ocular temperature
(35 °C) the highest value of mucoadhesion was found with ISFG Lico-A
PLGA-PEG-B6 NPs where recorded a negative force of -84.9 N. As we
expected the lowest value of work was shown by ISFG loaded NPs at
20 °C. These results showed that as temperature of test was increased, a
concomitant increase in mucoadhesion was observed and this is
explained by the viscosity impact on this parameter during the analysis.
Our studies revealed that ISFG Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs displayed
the lowest mucoadhesi i between for ion and the
probe thxs can be attributed to its relatively different structure.
R g the adhesi ngth, it increased with increasing tempera-
mre due to FP127 organization by Tsoigel. As a result, the higher

dh.

and the anti-aggregation effect of the different additives. The appear-
ance of the freeze-dried cakes with 3 % maltitol (w/v) and their
reconstituted nanosuspensions, revealed a fast reconstitution time, and
full redispersion of NPs with no apparent aggregates. On the other hand,
PF127 (20 % w/v) was used to prepare a thermosensitive in-situ forming
gel with Lico-A PLGA NPs functlomhzed with CPPs for ocular admin-
istration. The for was ined in a flowing i-liquid state
under non-physiological conditions and transformed into a semi-solid
state under ocular temperature conditions (35 °C), which is beneficial
for ocular administration. The pH, viscosity, texture parameters and
gelation temperature results met the req for ophthal for-
mulations. The gel has characteristics of vnscoclasncnry. suitable me-
chanical and mucoadhesive performance which facilitate its uniform
distribution over the conjunctiva surface. Unlike eye drops, gels prolong
ocular retention time, reducing the freq y of administration and
improving patients compliance. For all the above, these appropriately
formulated thermosensitive in-situ forming gels offer an alternative so-
lution to current challenges in ocular drug delivery. This is of great
clinical significance regarding the use of Licochalcone-A for treating
ocular inflammations and provide a new pharmaceutical form for
nanoparticles functionalized with CPPs.
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4. DISCUSION

4.1. DESARROLLO, CARACTERIZACION Y FUNCIONALI-
ZACION DE NPs DE LICO-A

Para optimizar la formulacion, se prepararon nanoparticulas
de PLGA conteniendo Lico-A por la técnica de desplazamiento del
solvente y se optimizaron mediante el Disefio de Experimentos (DoE),
analizando el efecto de las variables independientes (concentracién del
farmaco, tensioactivo y polimero) sobre las variables dependientes (Zav,
Pl, Zpot y EE). Los resultados obtenidos se analizaron para observar las

tendencias que siguen las formulaciones de NPs elaboradas.

Respecto al Zay, se observO que a bajas concentraciones de
Lico-A se obtienen NPs de menor tamafio. Ademas, concentraciones
elevadas de PLGA tienden a aumentar ligeramente los valores de Zav.
Este hecho se correlaciona con estudios previos de NPs poliméricas que
ponen en relieve la relacion directamente proporcional existente entre la
concentracion de PLGA y el valor de Zav (Sanchez-Lopez, Egea et al.
2016). De igual manera, el tamafio de particula varia con la
concentracion de Tween® 80, observandose valores mas bajos de Zav a
concentraciones elevadas de tensioactivo. Es importante destacar que,
incluso con cantidades bajas de tensioactivo, todas las formulaciones
obtenidas mostraron un didmetro de particula inferior a 170 nm,
adecuado para administracién ocular sin inducir irritacion corneal.
Respecto a la homogeneidad de la muestra, concentraciones elevadas de
Tween® 80 favorecen valores de Pl mas bajos y, tal como se observé
para el caso del Za, cantidades altas de Lico-A tienden a aumentar

el PI. Por lo tanto, se seleccionaron concentraciones medias-bajas de
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Lico-A para reducir el Pl, siendo también el Zpot altamente negativo a
estas concentraciones. Finalmente, respecto al pardmetro de EE, el
diagrama de Pareto mostr6 que cantidades bajas de Tween® 80 favorecen
la EE. Por otra parte, valores bajos de Lico-A tienden a aumentar este
parametro, probablemente debido a que en general es mas féacil

encapsular pequefas cantidades de fArmaco en estos sistemas.

Después de analizar las tendencias obtenidas, se desarrollo y
caracterizo la formulacién optimizada que contenia 1 mg/mL de Lico-A,
8 mg/mL de PLGA y 0,4 % de Tween® 80. Las caracteristicas
morfométricas de las NPs optimizadas fueron adecuadas para
administracién ocular ya que presentaron un valor de Zav de
163,81 nm * 2,29, con una 6ptima homogeneidad de la muestra, como
pone de relieve el valor de PI inferior a 0,1 (0,075 = 0,010),
correspondiente a sistemas monodispersos. Estas particulas presentaron
carga superficial negativa (valores de Zpot de —24 mV % 1,4) y una EE
superior al 50 % (56,26 % = 0,16) (Liu, Jones et al. 2012, Han, Li et al.
2023).

Una vez elaborada la formulacién optimizada, se realizé el
estudio de estabilidad a corto plazo. Las NPs optimizadas de Lico-A
PLGA se almacenaron a tres temperaturas diferentes (4, 25y 38 °C). Las
formulaciones se mantuvieron estables a 4 y 25 °C incluso después de 3
meses de almacenamiento. Sin embargo, a 38 °C, las formulaciones
fueron inestables, obteniendo variaciones de la luz retrodispersada
superiores al 10 % (Folle, Diaz-Garrido et al. 2021). Por otra parte,
la diferencia de los perfiles de retrodispersion de luz de las formulaciones

almacenadas a 4y 25 °C estuvieron por debajo del 10 %, indicando una
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adecuada estabilidad a corto plazo a ambas temperaturas. Sin embargo,
se observd una ligera diferencia después de dos meses de
almacenamiento a 25 °C, lo que puede indicar un proceso de
inestabilidad inicial, mientras que a 4 °C los perfiles eran casi idénticos
a los iniciales. Por lo tanto, 4 °C es la temperatura mas adecuada para
almacenar Lico-A PLGA NPs.

A continuacion, se elaboraron dos CPPs mediante sintesis de
péptidos en fase soOlida para funcionalizar las nanoparticulas
optimizadas. Se incorpor6 un resto de Cys en el extremo N-terminal de
los péptidos Tet-1 y B6 para realizar un enlace covalente con el
copolimero PLGA-PEG-maleimido sintetizado previamente. La
caracterizacion de péptidos se realizo por ESI-MS. El polimero PLGA
se activd con NHS y se acopl6 covalentemente al compuesto maleimido-
PEG-NH2 mediante la formacion de un grupo amida en fase liquida.
Posteriormente se realizo la conjugacion de PLGA-PEG-maleimido con
los CPPs Tet-1y B6 en solucién, siendo confirmada por *H-NMR.

Del andlisis fisicoquimico, se observ0 que las NPs
funcionalizadas con CPPs (Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs y Lico-A
PLGA-PEG-B6 NPs) presentan propiedades fisicoquimicas optimas
para su administracion ocular. Cabe destacar que la conjugacion del
polimero con CPPs permite obtener Lico-A NPs con un Zay mas
pequefio, probablemente debido a las interacciones del polimero con la
carga positiva del péptido que compacta el nlcleo de las NPs. Ademas,
esta conjugacién aumenta ligeramente el PIl, aunque todas las
formulaciones se mantienen en el rango de los sistemas unimodales

(PI inferior a 0,2). Sinembargo, se puede observar que el tamafio
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promedio y el Pl de Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs son ligeramente méas
elevados que los de las Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs, probablemente
porque B6 tiene una relacién de aminoacidos positivos mas alta (4 AA
positivos de 9 AA totales) que Tet-1 (2 AA positivos de 12 AA totales).
Por lo tanto, la carga positiva mas alta de B6 puede favorecer la
interaccion de PLGA, contribuyendo asi a obtener unas NPs mas
pequefias y homogéneas que las funcionalizadas con Tet-1. Ademas, el
Zpot de las NPs funcionalizadas mostré una modificacion de la carga
superficial de negativa a altamente positiva. Esto ha sido descrito
previamente por otros autores utilizando CPPs (Silva, Marconato et al.
2021). Ademas, esta carga positiva asegurara una mejor interaccion con
el tejido epitelial de la cdrnea que posee carga negativa (Sahoo, Dilnawaz
et al. 2008, Koo, Moon et al. 2012, Martens, Remaut et al. 2015,
Vedadghavami, Zhang et al. 2020). Los valores de EE de Lico-A PLGA
NPs y Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs fueron superiores al 50 %,
mientras que para las Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs fueron
significativamente mas bajos. Esto puede deberse a los Zav méas pequefios
de las Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs gue podrian causar valores mas bajos
de EE (Song, Zhao et al. 2008).

La morfologia de las nanoparticulas de Lico-A PLGA, Lico-A
PLGA-PEG-Tet-1y Lico-A PLGA-PEG-B6 se observé mediante TEM
después de la tincion negativa. En todos los casos, las NPs cargadas con
farmaco mostraron una forma esférica y una superficie lisa,
caracteristicas de este tipo de sistemas de administracién de farmacos,
sin ningn fendmeno de agregacion (Lopez-Machado, Diaz et al. 2021).
Como era de esperar, el tamafio de las NPs medido por TEM, fue similar
al tamafio obtenido por PCS (Liu, Chen et al. 2019).
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El comportamiento biofarmacéutico de las NPs desarrolladas, se
analiz6 mediante dialisis directa, evaluando el perfil de liberacion in
vitro del farmaco de las NPs de Lico-A PLGA, Lico-A PLGA-PEG-Tet-
1 y Lico-A PLGA-PEG-B6. En todas las formulaciones de NPs de
Lico-A, se puede observar una liberacion rapida inicial correspondiente
a un «efecto de estallido» del activo adherido en la superficie de las NPs,
seguida de una liberacion sostenida del farmaco presente en el interior
de la particula, caracteristico de este tipo de sistemas (Galindo-Camacho,
Blanco-Llamero et al. 2022).

Ademas, los perfiles de liberacion de todas las formulaciones
fueron muy similares, pudiendo liberar Lico-A dentro de las primeras
24 h después de su aplicacion. También, esta liberacion de
nanoportadores biodegradables suele estar gobernada por un proceso de
difusion, ya que es mucho mas rapido que la degradacion de la matriz
(Folle, Diaz-Garrido et al. 2021). La cinética de liberacién se ajusto a
una ecuacion de hipérbola (Espinoza, Vera-Garcia et al. 2020). Aunque
todas las formulaciones fueron muy similares, las NPs de Lico-A PLGA-
PEG-Tet-1 mostraron la mayor constante de disociacion de equilibrio
Ka, lo que significa que la difusion de Lico-A es més lenta que la de las
otras formulaciones, indicando asi que la formulacion que contiene al
polimero conjugado con el péptido Tet-1, es capaz de retrasar la
liberacion del farmaco. Asimismo, en todos los casos, la cantidad
maxima de farmaco liberado (Bmax) estuvo en torno al 100 %, lo que
indica que toda la Lico-A encapsulada se libera en 24 h (Sanchez-Lo6pez,
Egea et al. 2016).
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En los estudios de seleccion del crioprotector adecuado para la
liofilizacion de las NPs, los ensayos realizados en NPs control (NPs sin
farmaco), revelaron que el maltitol a 3 % (p/v) es el méas idoneo,
conservando la osmolalidad de las nanoparticulas (303 mOsm/kg) dentro
del rango adecuado, el cual debe ser similar al liquido lagrimal, alrededor
de 302 — 318 mOsm/kg para evitar la irritacién ocular (Ramos Yacasi,
Calpena Campmany et al. 2017). Se evalu6, asimismo, el aspecto de los
liofilizados y el tiempo y apariencia de las muestras una vez
reconstituidas, ya que las nanoparticulas sometidas a este proceso, deben
conservar las propiedades del producto original, baja humedad residual,
buena apariencia del liofilizado y rapida reconstitucion (Trenkenschuh
and Friess 2021). Una vez seleccionado el crioprotector y su porcentaje
adecuado, se continud con la liofilizacién de las NPs con farmaco y
funcionalizadas con CPPs (Lico-A PLGA NPs, Lico-A PLGA-PEG-
Tet-1 NPs y Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs). Los valores de osmolalidad
se mantuvieron dentro de los limites deseados para formulaciones
destinadas a aplicacion ocular y se encontraron ligeras diferencias en la
apariencia de los productos después de la liofilizacién, posiblemente

debido a la diferencia estructural de un CPP a otro (Tet-1y B6).

Una herramienta importante para predecir la estabilidad fisica de
los productos liofilizados durante el almacenamiento es el analisis por
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) (Ataide, Geraldes et al.
2021). Los liofilizados obtenidos deben almacenarse a una temperatura
por debajo de las transiciones térmicas de la formulacién seca para evitar
cualquier colapso, encogimiento o cualquier otra desestabilizacion,
como la cristalizacion para que sea farmacéuticamente aceptable

(Abdelwahed, Degobert etal. 2006). Los perfiles térmicos de las
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formulaciones liofilizadas con maltitol al 3 % (p/v) se analizaron
mediante DSC para verificar las transiciones térmicas. El termograma de
PLGA NPs liofilizadas mostré un pico endotérmico amplio que comenzo
aproximadamente a 94,2 °C con un maximo a 111,2 °C, pudiéndose
atribuir a eventos de evaporacion. La humedad residual volatilizada de
los productos liofilizados generalmente aparece en los termogramas
como picos endotérmicos anchos cerca del punto de ebullicion del agua
(Jones and Seyler 1994). Ademas, el andlisis térmico de todos los
productos liofilizados con el crioprotector seleccionado, como se
esperaba segun la literatura, mostré una transicion vitrea por encima de
la temperatura ambiente (Shirke, Takhistov et al. 2005). La temperatura
de transicion vitrea (Tg) se determinG como el punto maximo de
inflexion de las discontinuidades en las curvas de flujo de calor. Los
valores més altos de Tg de las formulaciones en comparacion con el valor
del crioprotector, podrian deberse al polimero, ya que la presencia de
este excipiente con alta Tg es una forma de elevar la Tg del maltitol
(alcohol de azucar). En el caso de las formulaciones de PLGA NPs y
Lico-A-PLGA-Tet-1 NPs, se observaron picos endotérmicos a 130,5 °C
y 149,4 °C respectivamente, lo que podria sugerir una cristalizacion

parcial en el proceso de liofilizacion (Kadoya, Fuijii et al. 2010).
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4.2. SEGURIDAD Y EFICACIA TERAPEUTICA DE LAS NPs
DE LICO-A

El riesgo potencial de irritacion ocular causado por las
formulaciones desarrolladas se evalué mediante pruebas de tolerancia
ocular utilizando métodos in vitro e in vivo. Se realiz6 una prueba HET-
CAM® in vitro y se calcul6 el indice de Irritacion Ocular (Ol1),
evidenciando que ni las NPs de Lico-A PLGA ni las nanoparticulas del
polimero conjugado con los CPPs (Lico-A PLGA-PEG Tet-1y Lico-A
PLGA-PEG-B6) eran irritantes. Los resultados obtenidos con todas las
formulaciones pusieron de relieve una Optima tolerancia ocular ya que
presentaron valores de OIl en torno a 0 (no irritantes) sin observarse
fendmenos de irritacion corneal. Sin embargo, dado que los resultados in
vitro no pueden reproducir fielmente todas las condiciones in vivo, se
llevo a cabo el test de Draize evaluando la tolerancia ocular del farmaco
libre, las nanoparticulas de Lico-A y las nanoparticulas funcionalizadas
con CPPs (Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 y Lico-A PLGA-PEG-B6) para
confirmar la clasificacion de la prueba HET-CAM® (Mohsen 2022). Los
resultados de la prueba in vivo mostraron una excelente tolerancia ocular
para todos los productos evaluados. No se detectaron signos de irritacion
ocular en ninguna de las formulaciones, clasificandose como sustancias
no irritantes. Por tanto, estos resultados concuerdan con los obtenidos
por la prueba HET-CAM®, confirmando su idoneidad para la evaluacion
de la tolerancia ocular de productos farmacéuticos (Lopez-Machado,
Diaz-Garrido et al. 2021).

El efecto citotoxico del farmaco libre, las NPs poliméricas de

PLGA sin farmaco (PLGA NPs), las NPs cargadas con el farmaco
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(Lico-A PLGA NPs) y las NPs cargadas con el farmaco y
funcionalizadas con los péptidos (Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs y Lico-A
PLGA-PEG-Tet-1 NPs), se ensay0 en células Caco-2. La Lico-A hasta
6,76 ng/mL (20 uM) no es toxica, ya que no reduce la viabilidad celular
(viabilidad celular ~ 100 % del control); sin embargo, el aumento de la
concentracion de Lico-A a 8,45 pg/mL (25 upM) reduce
considerablemente la viabilidad celular (47,2 % + 1,8 del control) y la
concentracion més elevada ensayada reduce la viabilidad celular a
~ 0 %. Esto podria deberse al hecho de que la Lico-A, como agente
anfifilico, puede interactuar con las membranas celulares. En cuanto al
efecto citotoxico de Lico-A contra las células Caco-2, encontramos una
ICso de 8,4 ng/mL % 0,9. Este valor es ligeramente inferior al encontrado
en otras lineas celulares, como las células SiHa 'y HelLa (ICso = 42,2 uM
+ 3,5 y 48,5 uM = 4,2, respectivamente) (Tsai, Lee et al. 2015) pero
idéntico a las células HN22 (ICso = ~20 uM) (Cho, Chae et al. 2014).
Las NPs sin farmaco (PLGA NPs), ensayadas hasta una concentracion
de 100 ug/mL, no redujeron la viabilidad celular, lo que indica el efecto
no citotoxico de estas NPs. Los resultados de este estudio también
pusieron de manifiesto que la encapsulacion de Lico-A en NPs
poliméricas reduce su toxicidad, lo cual es evidente por los valores méas
altos de ICso y también por la mayor concentracion que es necesaria para
reducir significativamente la viabilidad celular en comparacion con el

control.

Cuando los CPPs se administran solos, la viabilidad celular es
menor que el control; sin embargo, cuando se vinculan a NPs, la
toxicidad es menor, aumentando la biocompatibilidad de las

nanoparticulas. Este fue el caso de las células PC12 expuestas al péptido
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B6 que mostraron una disminucién del 35% de viabilidad en
comparacion con las células no expuestas (viabilidad celular ~ 65 % del
control), observandose la misma disminucion cuando se expusieron a
SA-Se-NPs (nanoparticulas de selenio modificadas con &cido sialico).
Sin embargo, y tal como demuestran los experimentos llevados a cabo
por Yin et al. (2015) (Yin, Yang et al. 2015), cuando las células se
trataron con SA-Se-NPs conjugadas con péptido B6 (B6-SA-Se-NPs), la
viabilidad celular solo se redujo en un 10 % con respecto al control. Esto
significa que la funcionalizacién de las NPs con B6 result en una menor
toxicidad, lo que concuerda con los resultados de nuestro trabajo. En un
estudio que utilizd curcumina como molécula liberadora y B6 como
CPP, Fan et al. (2018) (Fan, Zheng et al. 2018) evaluaron la viabilidad
de las células HT22 (linea de células neuronales de hipocampo de ratén)
expuestas a diferentes concentraciones de curcumina (Cur), NPs de
PLGA-PEG cargadas de Cur, NPs de PLGA-PEG-B6 con carga de Cur
y NPs de PLGA-PEG-B6. En este caso, los autores no observaron
diferencias estadisticas entre todas las muestras, pero las celulas
expuestas a NPs de PLGA-PEG-B6 con Cur mostraron en promedio una
mayor viabilidad. Este estudio también indica que las nanoparticulas
funcionalizadas ya no eran citotdxicas. En otro estudio (Zhang, Zhou et
al. 2014), las células PC12 (linea celular derivada a partir de un
feocromocitoma de la médula suprarrenal de rata) tratadas con
nanoparticulas de selenio estabilizadas con epigalocatequina-3-galato
(EGCG) recubiertas con péptido Tet-1 (Tet-1-EGCG-Se) mostraron una
mayor viabilidad que las células expuestas a EGCG-Se (nanoparticulas
de selenio estabilizadas con EGCG), lo que también demuestra que la

unién de CPP a NPs no aumenta la toxicidad celular. Por otro lado,
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también se demostrd que la conjugacion de nanoparticulas de PLGA
cargadas de curcumina recubiertas con Tet-1 da como resultado
nanoparticulas biocompatibles, sin informar de una mayor toxicidad

contra las células de glioma GI-1 (Mathew, Fukuda et al. 2012).

En nuestro estudio demostramos que la encapsulacion de Lico-A
reduce la toxicidad inherente del activo, atribuida a la liberacion
controlada del farmaco obtenida al utilizar nanoparticulas. Ademas, la
funcionalizacion de las NPs con ambos CPPs mejora la
biocompatibilidad (reduciendo ain més la toxicidad celular), como lo
demuestra el aumento de la ICso. El objetivo de este trabajo fue la entrega
de un farmaco antiinflamatorio manteniendo la viabilidad celular. Es asi
como se demostrd que la formulacion de Lico-A en NPs poliméricas
reduce la toxicidad de Lico-A y mejora su eficacia antiinflamatoria.
Ademas, la conjugacion de las NPs con el CPP Tet-1, aumentd la

biocompatibilidad.

La eficacia antiinflamatoria de las NPs de Lico-A
funcionalizadas con los péptidos Tet-1 0 B6 se evalu0 in vivo, en conejos
albinos New Zealand, en un modelo de inflamacién ocular inducido por
acido araquidonico. Durante los primeros minutos, todas las
formulaciones de NPs de Lico-A y Lico-A libre mostraron diferencias
estadisticamente significativas frente al grupo control (p < 0,001). Esto
puede deberse a la potente capacidad antiinflamatoria de Lico-A
reportada previamente por otros investigadores y demostrada aqui para
aplicaciones oculares (Phan, Kim et al. 2021, Phan, Kim et al. 2021, L,
Xie et al. 2022). Entre todas las preparaciones, la formulacion de NPs
de Lico-APLGA-PEG-B6 presentd una actividad antiinflamatoria
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significativamente mayor en comparacion con las otras formulaciones y
el farmaco libre (Lico-A). Esto se correlaciona con la liberacion inicial
mas rapida de Lico-A obtenida in vitro, asi como con el hecho de que el
péptido B6 tiene una carga positiva mas elevada que el Tet-1, lo que
aumenta las interacciones con las capas oculares negativas y permite que
Lico-A mejore la penetracion y los efectos terapéuticos (Vedadghavami,
Zhang et al. 2020). Adicionalmente, las NPs de Lico-A PLGA-PEG-B6
también poseen un tamafio promedio mas pequefio, lo cual puede
facilitar su internalizacion celular y sus efectos farmacoldgicos (Salatin,
Maleki Dizaj et al. 2015). El farmaco libre mostrd, asimismo, una
actividad inicial superior en comparacién con las NPs de Lico-A PLGA
y Lico-A PLGA-PEG-Tet-1, pero después de 90 min no se obtuvieron
diferencias significativas entre las formulaciones. Todas las
formulaciones evaluadas fueron capaces de reducir la inflamacién en
comparacion con el control de suero salino de manera significativa,
incluso después de 210 minutos posteriores a la induccién de la

inflamacion.

Por lo tanto, estos resultados demostraron que Lico-A podria
utilizarse para el tratamiento de la inflamacién ocular y que las NPs
funcionalizadas con CPPs disminuyeron la inflamacion de una manera
mas prolongada que el farmaco libre. Las NPs de Lico-A PLGA-PEG-
B6 constituyen la mejor estrategia para administrar Lico-A en los tejidos
oculares, pudiendo reducir la inflamacion de manera significativamente

efectiva.

Por otra parte, se evalu6 también la eficacia terapéutica in vitro,

en cultivos celulares, analizando la actividad antiinflamatoria en células
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RAW 264.7 (una linea celular de macrofagos) estimuladas con
lipopolisacaridos (LPS), ya que estas células cuando se exponen a LPS
bacterianos tienen la capacidad de liberar 6xido nitrico (NO) como
resultado de la sefializacion inflamatoria activada por LPS que culmina
con la mejora de la actividad de 6xido nitrico sintetasa. Por tanto, la
actividad antiinflamatoria del farmaco libre y las NPs obtenidas se
evaluo por su capacidad para reducir la cantidad de NO liberado por los
macrofagos estimulados por LPS. La actividad de la Lico-A como agente
antiinflamatorio ha sido descrita por algunos autores (Funakoshi-Tago,
Nakamura et al. 2010, Galindo, Sanchez et al. 2022, Cai, Xu et al. 2023),
y de hecho se conoce que reduce la liberacion de NO de forma
dependiente de la dosis de macrofagos estimulados por LPS. Las células
RAW 264.7 expuestas durante 4 h a 5 ug/mL de Lico-A solo liberaron
~ 16 % de NO en comparacion con el control (una reduccion de NO de
~ 84 % del control), lo que confirma su accion en las vias de sefializacion
de TLR4 (receptor tipo Toll 4) (Tun, Yasukawa et al. 2018) y actividad
antiinflamatoria. A esta concentracion, la Lico-A no fue citotdxica para
las células Raw 264.7, ya que el ensayo de viabilidad celular indic6 un
valor de aproximadamente el 100 %. Las NPs sin farmaco (PLGA NPs)
reducen la liberacién de NO, probablemente debido a su interferencia
lipidica y su posible union competitiva a TLR4 que reduce la actividad
de LPS; sin embargo, esta interferencia necesita mayor evaluacion.
Lico-A PLGA NPs muestra una mayor actividad antiinflamatoria, en
comparacion con el farmaco libre, probablemente debido a una mejor
cesion de Lico-A a la superficie de las células. La adicion de péptidos
penetrantes de células a las NPs de Lico-A PLGA mantuvo la actividad
antiinflamatoria. Ninguna de las formulaciones fue toxica para las

células RAW 264.7, ya que la viabilidad celular se mantuvo al 100 %.
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4.3. INCORPORACION DE LAS NPs DE LICO-A EN GELES DE
FORMACION IN SITU

En el estudio de geles de formacion in situ (ISFG), se uso el
polimero PF127 que tiene la caracteristica de permitir que la formulacién
permanezca liquida en condiciones de almacenamiento, pero al entrar en
contacto con la temperatura de la mucosa ocular de 35 °C
aproximadamente (Tan, Ng et al. 2010) se convierte en gel, mejorando
la precision en la aplicacién de la formulacion y el tiempo de contacto
de la misma en la zona precorneal, reduciendo la tasa de eliminacion y
aumentando la biodisponibilidad del farmaco (Cardoso, Ferreira-Nunes
et al. 2022). La evaluacién de los resultados de las temperaturas de
gelificacion (Tsoi-get) de las formulaciones ensayadas, permitio
seleccionar el ISFG-2 (20 % de PF127,0,5 % de MC y 0,2 % de CTAB),
con resultados de Tsol-getde 32,0 °C + 1,2 y 32,0 °C £+ 0,6 de los geles de
PLGA NPs y Lico-A PLGA NPs respectivamente, debido a que el gel
termosensible in situ Optimo debe tener una Tsol-gel pOr encima de la
temperatura ambiente para garantizar que la preparacién permanezca
liquida y brinde una dosificacion precisa (Krtali¢, Radosevic et al. 2018),
siendo el rango aceptable de Tsol-get de 30 a 35 °C, a fin de evitar la

eliminacion rapida de la formulacion (Permana, Utami et al. 2021).

El anélisis del comportamiento reoldgico inicial de las
formulaciones ISFG-1 (sin MC), ISFG-2 (formula 6ptima, en adelante
ISFG) e ISFG-3 (1 % MC), destacé la relacion directamente
proporcional del incremento de la concentracion de MC con la

viscosidad del gel, lo que concuerda con el resultado obtenido en el
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ensayo de temperatura de gelificacion. En sistemas acuosos, los geles
termosensibles de PF127 se forman por puentes de hidrgeno, debido a
la atraccion entre el atomo de oxigeno del éter de poloxdmero y los
protones del agua. Por lo tanto, al agregar la cantidad de MC (compuesto
con grupos hidroxilo), se espera que aumente el nimero de enlaces de
hidrégeno, lo que lleva a una mayor viscosidad (Mansour, Mansour et
al. 2008). En el estudio reoldgico final, los ISFG de PLGA NPs, Lico-A
PLGA NPs, Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs y Lico-A PLGA-PEG-B6
NPs, se ensayaron a una velocidad de corte controlada a dos temperaturas
20 °C (temperatura de almacenamiento) y 35 °C (temperatura de la
superficie ocular). Se observo que la viscosidad aumenta con la
elevacién de la temperatura. Esto podria explicarse porque una
temperatura mas alta causa la deshidratacion de las unidades tribloque
de poli(6xido de etileno)-poli(éxido de propileno)-poli(6xido de etileno)
(PEO-PPO-PEO) de PF127 por la ruptura de los enlaces de hidrogeno
entre las unidades de PEO y el agua. Como resultado, esta deshidratacion
conduce a un aumento de la interaccion intermolecular entre los bloques
de PEO vy las moléculas del copolimero que se agregan en micelas, lo
que permite la formacion de un gel mas compacto y viscoso (El-Kamel
2002, Kolsure and Rajkapoor 2012). Los resultados revelaron una
estabilidad adecuada y un comportamiento de gel viscoelastico, ademas,
en todas las formulaciones ensayadas no existe un punto de cruce entre
los médulos (G’ y G”), comportandose como geles débiles (Krtalié,
Radosevi¢ et al. 2018, Blanco-Llamero, Galindo-Camacho et al. 2022,
de Castro, Coco et al. 2023). A 35 °C se observé un aumento en la
distancia entre los modulos G’ y G” para cada formulacion, lo cual es

resultado de un mayor esfuerzo de corte debido al aumento de la
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viscosidad a esta temperatura. Desde el punto de vista de la aplicacion
ocular del ISFG, este es un fendmeno beneficioso ya que aumentaria el
contacto de la formulacién con la mucosa precorneal. Después de la
administracion, se espera que la formulacion forme un gel (G’> G”), y
de esta manera, resista las fuerzas de cizallamiento esperadas en el ojo
durante y entre parpadeos (Cardoso, Ferreira-Nunes et al. 2022). Los
resultados mostraron ademas, que las formulaciones que contienen los
CPPs pueden aumentar la viscosidad a medida que aumenta la

temperatura, pero la Tsol-gel NO Se presenta hasta por encima de los 32 °C.

Finalmente, los resultados del analisis de textura de ISFG de
PLGA NPs, Lico-A PLGA NPs, Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs y
Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs son importantes, debido a que de estos
parametros depende la aceptabilidad del producto por parte del paciente
al momento de su aplicacion y su percepcion organoléptica. El analisis
de los pardmetros de textura, dureza, firmeza, mucoadhesividad y
esparcibilidad estan directamente influenciados por la viscosidad de las
formulaciones. A 20 °C todas las formulaciones se encontraban en forma
semiliquida y mostraron valores bajos de dureza y firmeza, estos valores
facilitan la correcta extraccion del producto del envase (dos Santos,
Rosseto et al. 2020). EI aumento de la temperatura de anélisis de 20 a
35 °C fue seguido por un aumento de la dureza y firmeza de los ISFG
ensayados. Estos hallazgos se deben a las modificaciones en la estructura
interna del poloxamero, exhibiendo una red polimérica mas fuerte
(Kolsure and Rajkapoor 2012). Por ejemplo, en el caso de los ISFG de
Lico-A PLGA NPs, Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs y Lico-A PLGA-PEG-
Tet-1 NPs a 35 °C, la dureza fue mucho mayor en comparacion con el
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analisis a 20 °C para las mismas formulaciones, presentando valores de
29,3N,28,8Ny 28,6 N respectivamente. Se ha estudiado la influencia
de la dureza en el tiempo de retencion de la formulacion en la superficie
ocular, ya que la dureza adecuada impide la dilucion de la preparacion
por aclaramiento mucociliar (Ferreira, Da Silva et al. 2017). Los estudios
de mucoadhesividad realizados cerca de la temperatura ocular,
mostraron que el ISFG de Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs tiene el valor mas
alto de este parametro respecto al resto de ISFG ensayados, registrandose
una fuerza negativa de —84,9 N. Como era de esperar, el valor mas bajo
correspondié a los ensayos a 20 °C. A medida que aumentaba la
temperatura de prueba, se observd un aumento concomitante en la
mucoadhesion y esto se explica por el impacto de la viscosidad en este
parametro durante el analisis. Nuestros estudios revelaron que el
ISFG de Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs mostro la
mucoadhesion/adhesividad méas baja entre la formulacion y la sonda de
prueba, lo que puede atribuirse a la diferencia estructural quimica entre
los compuestos. En cuanto a la fuerza de adhesion, esta aumentd con el
incremento de la temperatura, debido a la organizacion del FP127 por la
Tsol-gel. Como resultado, los valores mas altos de adhesividad a 35 °C de
los ISFG son adecuados, ya que significa que pueden adherirse a la
superficie corneal durante un tiempo suficientemente largo,
incrementando el tiempo de residencia del farmaco en el sitio de
aplicacion (Pandey, Cabot et al. 2017). Estos resultados concuerdan con
informes de experimentos previos, realizados por otros autores (Soliman,
Ullah et al. 2019), que indican buenas propiedades mucoadhesivas de

una combinacién de PF127 y MC en la formulacion. En esta misma linea,
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un valor adecuado de esparcibilidad, facilita la extension de los ISFG a
una gran superficie de mucosa ocular. A 20 °C se obtuvieron valores
elevados de esparcibilidad (se requiere menos fuerza). Asi, el ISFG de
Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs a 35 °C parece tener mejores resultados de
esparcibilidad, en comparacion con las otras formulaciones a la misma
temperatura de evaluacion. Todas estas propiedades pueden ser Utiles
para predecir el comportamiento de la formula en diferentes condiciones

ambientales y bioldgicas.
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In this work, Lico-A was formulated in PLGA NPs
functionalized with CPPs for the treatment of inflammatory ocular
conditions. Based on all the results obtained from the different assays
carried out with the optimized colloidal systems, and the formulations of
the Lico-A-loaded PLGA NPs functionalized with CPPs incorporated

into the in-situ forming gel, it can be concluded that:

1. The optimization, by a factorial design, of Lico-A-loaded
polymeric NPs, prepared by the solvent displacement method,
revealed that the best formulations with physicochemical
properties suitable for ocular administration contains: 1 mg/mL
of Lico-A, 8 mg/mL of PLGA and 0.4 % of Tween® 80. These
NPs showed a spherical shape with a smooth surface, an average
size below 170 nm, a very small particle size distribution, with
PI values less than 0.1 corresponding to monodisperse systems,

a highly negative Zpot and with EE greater than 50 %.

2. The short-term stability study revealed that the optimized
Lico-A polymeric NPs maintain their initial properties at 4 and
25 °C. However, after 2 months of storage at 25 °C, a slight
difference was observed in the backscattering profile compared
to the initial formulation. Therefore, 4 °C was the most suitable
temperature to store Lico-A PLGA NPs.

3. Linear peptides (Tet-1 and B6) were successfully synthesized

following  the  solid-phase  methodology.  Analytical

characterization by high-performance liquid chromatography
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and mass spectrometry confirmed that the peptides correspond to

the desired peptide sequences.

4. Functionalization of the surface of Lico-A PLGA NPs with CPPs
caused a decrease in Zav, being 128.65 nm + 7.53 for Lico-A
PLGA-PEG-Tet-1 NPs and 114.24 nm + 2.42 for Lico-A PLGA-
PEG-B6 NPs. Moreover, the conjugation with Tet-1 and B6
peptides increased the IP slightly to 0.149 £ 0.016 and 0.122 +
0.012, respectively. In addition, Zpot Of the peptide targeted NPs
showed a surface charge modification from negative to
highly positive. The highest EE value (53.26 % * 0.62) was
obtained for the drug-loaded PLGA-PEG-Tet-1 NPs.

5. The release profile of Lico-A PLGA NPs and peptide-
functionalized NPs showed an initial fast release corresponding
to the burst effect of the drug present on the NPs surface,
followed by a sustained release of Lico-A retained within the
NPs.

6. Osmolality values of freeze-dried functionalized NPs were
similar to those obtained before their freeze-drying, being
maltitol at 3 % (w/v) the most efficient cryoprotectant evaluated.
In addition, the appearance of the freeze-dried cakes with 3 %
maltitol (w/v) and their reconstituted nanosuspensions revealed a
fast reconstitution time and full redispersion of NPs with no

apparent aggregates.
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7.

10.

The evaluation of the physical state of Lico-A in the polymeric
matrix and the possible interactions between drug and polymer
of the NPs after freeze-drying using thermal methods
(differential scanning calorimetry) suggest that there is no
evidence of any chemical interaction or strong bond formation
between PLGA and Lico-A.

According to the ocular tolerance studies of Lico-A PLGA NPS,
Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs and Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs,
evaluated by in vitro (HET-CAM®) and in vivo (Draize test)
assays, the absence of ocular irritation was evidenced, which
reveals optimal ocular tolerance of these systems. Likewise, the
in vitro biological experiments in cell cultures, showed a non-

cytotoxic effect of these developed systems.

Studies of anti-inflammatory efficacy in vivo exposed a decrease
in ocular inflammation and the in vitro biological experiments in
RAW 264.7 cell lines showed a relevant anti-inflammatory
activity of free drug, drug-loaded PLGA NPS and drug-loaded

peptides functionalized NPs.

Gelation temperature assays of poloxamer-based in-situ forming
gels containing Lico-A PLGA NPs showed that the optimal gel
composition, containing 20 % of PF127, 0.5 % of MC and 0.2 %
of CTAB, is suitable to transform into a semi-solid state under

ocular temperature conditions (35 °C).
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11.

12.

The pH, viscosity, texture parameters and gelation temperature
of the optimal in-situ forming gels containing Lico-A PLGA NPs
functionalized with B6 and Tet-1 peptides meet the requirements
for ophthalmic formulations due to their adequate viscoelasticity,
mechanical and mucoadhesive properties suitable to facilitate

their uniform distribution on the conjunctiva surface.

All the results obtained suggest that the Lico-A PLGA NPs
functionalized with B6 and Tet-1 peptides, and the
thermosensitive gels developed could be suitable in the treatment
of ocular inflammatory processes constituting a new approach in

ocular pharmacotherapy.
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