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1.1. GB VIRUS C

El GB virus C (GBV-C) es un virus RNA de una sola cadena que pertenece a la familia Flaviviridae. Este virus
fue reportado por primera vez en 1995 por el grupo farmacéutico Abbot Laboratories. El virus fue inicialmente
identificado en el suero de pacientes de Africa Occidental y fue denominado como GB en base a las similitudes
existentes con los virus GB A y B (1,2). Paralelamente, investigadores del grupo Genlabs, reportaron la
existencia del mismo virus en el plasma de pacientes con hepatitis cronica, en este caso, el virus fue denominado
como virus de la hepatitis G. Sin embargo, analisis de la secuencia del genoma confirmaron que se trataba del
mismo virus previamente definido por Abbot Laboratories (3) .

La infeccion por GBV-C es de distribucion mundial; su prevalencia es mayor en paises en via de desarrollo que
en los paises desarrollados. En los paises en via de desarrollo, aproximadamente un 20% de los donantes de
sangre son portadores del virus, mientras que en los paises desarrollados solo un 4% de los donantes de sangre,
son positivos para GBV-C. Asi como en la infeccion por el virus de la Hepatitis C (HCV), los individuos
portadores de GBV-C no presentan sintomas clinicos o enfermedad, independientemente que estos sean
individuos inmunocomprometidos o sanos (4).

El GBV-C es un virus linfotropico, que se transmite por contacto sexual, de madre a hijo (trasmision vertical) y
por contacto con sangre contaminada. Como consecuencia, tiene una alta prevalencia en individuos con otras
enfermedades de transmision sexual o parenteral. Se ha descrito que aproximadamente el 20% de los pacientes

con hepatitis C (HCV) y el 40% de pacientes VIH positivos, estan co-infectados con el GBV-C (5).

1.1.1. Estructura del GBV-C

El genoma del GBV-C esta representado por una unica cadena de RNA con polaridad positiva. Su organizacion
gendmica es similar a la del HCV, los genes estructurales estan localizados en la region 5’ y los no estructurales
en la region 3’ (Figura 1) . La region no traducida (UTR) esta al final de 5’ y sirve como un sitio interno de
embarcacion ribosomal, la cual asegura la traduccion de una region codificante de RNA. El RNA del GBV-C
codifica para dos proteinas estructurales (E1 y E2). La estructura completa de la nucleocapside viral esta ain

por determinar ya que la region genomica que codifica para las proteinas nucleares no se ha identificado aun (6).

El GBV-C esta compuesto ademas por cinco proteinas estructurales: NS2, NS3, NS4b, NS5a, NS5b. Estas

proteinas desarrollan funciones de proteasas, helicasas RNA-dependiente y RNA-polimerasa (7).
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Figura 1. Mapa Genético del GBV-C. Se identifican los genes, el tamailo de las proteinas y los sitios de
escision. Region terminal no traducida (UTR), genes de envoltura E1 y E2. Genes no estructurales: NS2a, NS2b
a NS4a, NS4b. Regiones a y b del gen NS5. (Modificado de Sathar et,al) (8)

1.1.2. Tropismo y replicacion del GBV-C

La organizacion gendomica como por su homologia en la secuencia de amino acidos (2,9). Sin embargo, en
estudios posteriores no se encontr6 relacion del GBV-C con enfermedad hepatica cronica o con cualquier otra
patologia humana (10). En un estudio multicentrico, realizado para determinar la prevalencia de GBV-C en
pacientes con HCV crénica, se concluyd, que dicho virus tenia un impacto leve, casi nulo, en la actividad de la
enfermedad hepatica de estos individuos (11). Sin embargo algunos autores (11,12), describieron una asociacion
entre GBV-C y la hepatitis fulminante , de igual manera otros sugirieron que el higado era el tejido de
replicaciéon primaria del virus (13). No obstante, posteriores investigaciones aportaron resultados muy
contradictorios que sugerian que las células de origen hematopoyético eran el sitio primario de replicacion del
virus (14). Con el fin de identificar claramente el sitio de replicacion, se llevaron a cabo varios estudios para
definir el hepatotropismo y/o el linfotropismo del GBV-C (15). Los resultados obtenidos de estas
investigaciones sugirieron que en una pequefia proporcion de individuos infectados, puede haber una replicacion
en higado o en células mononucleares circulantes, pero ninguno de los dos representd el sitio primario de
replicacion del GBV-C. En un estudio in vitro realizado con células mononucleares de sangre periférica
(PBMC), se observo una replicacion activa del GBV-C lo que permitié concluir que el GBV-C es un virus

linfotrépico y que su replicacion primaria se produce en el bazo, y en la médula 6sea (16,17)

Aunque se sabe muy poco acerca de la entrada del GBV-C a las células, algunos estudios sugieren que los
receptores de lipoproteinas de baja densidad (LDLr) son utilizados por el virus para la entrada(18). Dado que los

LDLr estan presentes en casi todas las células, no se descarta que la entrada del virus a las células sea a través
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de una asociacion virus-lipido y/o por absorcion de microvesiculas que involucren LDLr entre otros

componentes celulares (19) .

Otro potencial mecanismo de entrada del virus puede involucrar vesiculas con propiedades de exosomas que
contengan el RNA-GBV-C. Los exosomas son microvesiculas de origen endocitico utilizadas tanto por células
como por virus para transmitir RNAs y proteinas a las células. Chivero et a/ (20,21), demostraron en un estudio
in vitro, que microvesiculas que contenian el RNA viral, tenian la capacidad de liberar el RNA en PBMC no
infectadas con la posterior replicacion del virus dentro de las células.

1.1.3. Glicoproteinas de fusion

Los virus con envoltura pueden entrar a la célula por dos vias: (a) mediante la fusion a la membrana plasmatica
mediada por receptores ¢ (b) por endocitosis, tras la union a los receptores, el virus es endocitado y
posteriormente se fusiona con la membrana plasmatica. La diferencia entre las dos vias de entrada radica en que
la entrada mediada por receptores, implica la evolucion de la estructura de la envoltura viral a un mecanismo de
fusion, mientras que en el mecanismo de endocitosis, la entrada del virus, estd sujeto a factores adicionales
como un pH acido, condiciones reductoras y clivaje enzimatico en los compartimentos celulares vesiculares.
Independientemente de los diferentes mecanismos, todas las proteinas de fusion sufren cambios
conformacionales tras la union con los receptores. El cambio conformacional inicial en la proteina de fusion
conduce a la exposicion del dominio del péptido de fusion (FP), que se inserta en la bicapa lipidica de la célula
diana. Antes del cambio conformacional el FP se expone para evitar las uniones inespecificas en las bicapas
lipidicas (22).

Las proteinas de fusion estan actualmente clasificadas como Iy II. Las proteinas de fusion de tipo I son aquellas
que contienen un FP en el extremo N-terminal, mientras que las de tipo II, el FP esta interno. El FP es el
dominio en las proteinas de fusiébn que se inserta en la membrana de la célula diana, tras el cambio

conformacional para luego fusionar las membranas celular y viral (23).

Las proteinas de envoltura del GBV-C son proteinas de fusion tipo II. Este tipo de proteinas no se escinden
proteoliticamente. Estas proteinas contienen tres dominios beta, conectados a dominios transmembrana a través

de una regidn alfa helicoidal y un FP interno (24). (Figura 2).
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Figura 2. Estructura de las proteinas de envoltura del GBV-C (modificado de Chojnacki et,al) (23)
1.2. VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA (VIH)

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es un virus RNA que pertenece a la familia de los lentivirus, de
los virus citopaticos. E1 VIH tiene un especial tropismo por las células que llevan el antigeno de superficie CD4

que incluyen los linfocitos T ayudadores (25).

El VIH constituye un importante problema de salud publica a nivel mundial. Las poblaciones mas vulnerables
son las mujeres y los nifios. En Africa subsahariana, por ejemplo, la mayoria de las mujeres VIH-positivas estan
en edad reproductiva y se estima que un 1.5 millones de estas mujeres quedaran en embarazo.
Aproximadamente el 45% de las mujeres infectadas, transmiten el virus a sus hijos a través de la leche materna
y solo un 31% de los nifios infectados reciben el tratamiento antirretroviral (ATR) (26). Por estas razones, es
necesario el desarrollo de estrategias terapéuticas que sean seguras y efectivas en prevenir la transmision del

VIH.
1.2.1. Interacciéon VIH-células

La entrada del VIH a la célula diana es la primera fase de la replicacion viral. Inicialmente, los virones se unen a
la célula a través de la proteina de envoltura. La unioén puede ser inespecifica, a través de los proteoglicanos
heparan sulfato en la superficie de la célula (27), o puede mas especifica ya sea, entre la proteina de envoltura y

la integrina 47 o entre la proteina de envoltura y receptores con patrén de reconocimiento como DC-SIGN,
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en las células dendriticas. La union de la proteina de envoltura a la célula conlleva una unién estrecha con
receptores antigénicos de membrana CD4 y correceptores que ayudan a incrementar la eficiencia en la infeccion

(28).

El segundo paso de la entrada del virus a la célula y el primero en la infeccion, es la union de la proteina de
envoltura del VIH con los receptores antigénicos CD4 en la célula huésped. La proteina de envoltura esta
compuesta por dos subunidades, un trimero altamente glicosilado, denominado gp120 y un heterodimero
denominado gp41. La subunidad gp120 contiene cinco dominios relativamente conservados (C1-C5) y cinco
bucles variables (V1-V5), las regiones variables V1 a V4, estan compuestas de un bucle formado por uniones
disulfuro en su base. Los bucles variables se encuentran principalmente en la superficie de gp120 y son
fundamentales en la evasion de la respuesta inmune y en la union a los correceptores, particularmente el bucle
V3. La subunidad gpl120 interactia con los receptores CD4, tras esta unién se producen reordenaciones
estructurales en V1, V2 y posteriormente en V3. La unién de CD4 a gp120, lleva a la formacion de una hoja
beta de cuatro hilos, que comprende un par de hojas beta de doble hilo. El tercer paso en la entrada del virus a la
célula es la unidn a los correceptores. Las cepas de VIH pueden ser clasificadas dependiendo del tipo de
correceptor al que se unan. Por ejemplo, los virones que se unen a los receptores de quimocina CCRS, son
denominados R5 VIH, aquellos que usan CXCR4 son denominados X4 VIH y los virones que pueden usar

ambos son R5X4 VIH (29).

El cuarto paso de la entrada del virus es el movimiento de la particula viral al sito donde se producira la fusion.
El VIH como muchos otros retrovirus “navegan” a lo largo de la superficie celular, moviéndose desde los sitios
distales, donde se produce la unidn, hasta las regiones proximales de la célula, donde puede ocurrir la entrada

del virus (30).

El quinto y ultimo paso de la entrada viral es la fusion mediada por la proteina de envoltura. La unién a los
correceptores, provoca la exposicion de una region altamente conservada de naturaleza hidrofobica en gp4l,
esta region es conocida como el péptido de fusion (FP) el cual se inserta en la membrana de la célula diana. El
FP se encuentra en el extremo N-terminal de gp41, a continuacion se encuentran las regiones repetidas HR-/
(“heptad-repeat 1) y HR-2 (“heptad-repeat 2”). Tras la union de gpl120 a su correspondiente receptor, la
glicoproteina gp41 sufre un cambio estructural (prehorquilla intermedia) y el FP queda expuesto y se inserta en

la membrana de la célula huésped. Una vez se da la insercion del FP en la membrana de la célula huésped, el FP
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se pliega en una region bisagra, la HR-1 se pliega en tres hélices sobre las tres hélices formadas por HR-2 y

posteriormente se forma un haz de 6 hélices (horquilla trimérica, 6HB).

Puesto que el domino HR-1 esta en estrecha proximidad con la membrana de la célula y el dominio HR-2 esta
proximo a la membrana viral, la formacion de 6HB es la fuerza motriz que atrae las dos membranas opuestas,

dando lugar a la formacion del poro de fusion (Figura 3) (31).

1. Proteina de envoltura > 2. Unién a CD4 g— > 3. Unibn al co-receptor —lp 4. Fusién de membrana

Viral

MEMBRANA CELULAR —> UL *{1‘ VIS

R v
CD4 PEPTIDO DE FUSION  CO-RECEPTOR 6HB

Figura 3. Esquema de la exposicion del FP y fusion viral a la membrana celular. (Tomado de Wilen et,al) (28)

1.2.2. Replicaciéon del VIH-1 en el tracto genital

El desarrollo de nuevas estrategias efectivas que inhiban la replicacion del VIH y que eviten la expansion del
virus, han sido disefiadas desde el entendimiento de los factores que influencian la capacidad del virus para

atravesar las barreras mucosas.

Se cree, que los virones del VIH 6 las células infectadas atraviesan el epitelio poco después de la exposicion
sexual, una vez dentro de la mucosa, los virus entran en contacto con las células dendriticas (CD) tipo
Langerhans, pero no se replica en ellas y no son productivamente infectadas por el virus (32). Sin embargo,
estas células secretan citoquinas y quimocinas como el interferon tipo I (INF-I) y la proteina inflamatoria de
macrofagos (MIP-1p), provocando una repuesta inmune innata. Las primeras células que son infectadas son los
células T CD4" intraepiteliales que se encuentran en reposo, las cuales representan el mayor porcentaje de
células diana dentro de la lamina propia (33). Una vez se ha establecido la infeccion en la mucosa y submucosa,
el VIH-1 se extiende a los érganos linfoides regionales y distantes, incluyendo el tejido linfoide asociado al
intestino, en donde el virus se expande exponencialmente, desencadenando una “tormenta” de citoquinas que

precede al primer pico de la viremia (34).
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Desde el punto de vista del huésped, los principales factores que pueden ayudar a el establecimiento de una
infeccion productiva incluyen la barrera mucosa y las secreciones que lo protegen (35), la disponibilidad de
células diana (36), la activacion de la repuesta inmune innata (37), la inflamacién genital y la alteracion de la
microbiota genital (38). La infeccion a través de mucosas sanas es ineficiente y asociada al efecto “cuello de
botella poblacional” en el cual, la poblacion viral se reduce y la variabilidad genética es mucho menor, con lo
cual se provoca un ineficacia bioldgica (39). De hecho, un 60-80% de las infecciones de las mucosas es
provocado por un solo virus transmisor que es el responsable de la infeccion clinica productiva. En base a estos
hallazgos, se genera la pregunta de si el proceso de transmision representa un suceso estocastico, en el que cada
virus competente para la replicacion, tiene la misma posibilidad de establecer una nueva infeccion, 6 si por el
contrario, el efecto cuello de botella, selecciona los virus con propiedades bioldgicas particulares que los
predisponen a establecer nuevas infecciones de una manera mas eficiente (40). En base a esta ultima premisa, se
ha podido establecer que los virus transmitidos presentan un tropismo por receptores de quimocina CCRS, que
infectan células T CD4" pero no macréfagos. Estos virus comparten algunas propiedades genéticas como bucles
variables mas cortos y menos sitios de glucosilacion entre otras propiedades viricas. Los virus altamente
glucosilados, también pueden tener una menor probabilidad de ser transmitidos si estan unidos por lecitinas del

fluido de transmision, lo que disminuye la posibilidad de migracion del virus a través del mismo (41,42).

Aunque la informacion acerca de las propiedades fenotipicas de los virus transmitidos aun es escasa, en un
estudio realizado por Parrish et al (43), en el cual fueron generados clones moleculares infecciosos a partir de un
virus transmisor y clones de virus obtenidos de pacientes cronicos y subtipos B y C del virus, comparando las
propiedades fenotipicas de las diferentes poblaciones virales durante las primeras fases de la infeccion por VIH-
1. Los resultados obtenidos demostraron que el virus transmisor tenia un mayor contenido de proteinas de
envoltura, lo que representa una mayor probabilidad de que el virus se fusione con la célula diana en la mucosa
genital. Ademas, también se demostrd que el virus transmisor era altamente infectivo y presentaban una mayor

resistencia a IFN-I.
1.2.3. Interaccion de GBV-C con VIH-1

Desde hace mas de dos décadas, los beneficios de la co-infeccidon con virus del GBV-C en individuos VIH
positivos ha sido documentada por varios autores. Los primeros estudios fueron reportados en 1998 por Toyoda
et al (44), en el que pacientes co-infectados con GBV-C presentaban niveles bajos de RNA-VIH. Estudios

posteriores pusieron de relieve que la co-infeccion con el GBV-C incrementaba el niimero de células T CD4"
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asociado a una disminucién en la progresion a SIDA (45). Estos hallazgos fueron confirmados con posteriores
estudios en los cuales se constatd una relacion inversa entre el GBV-C y la carga viral del VIH-1, sugiriendo
una inhibicién de la replicacion del VIH por el GBV-C (46). Ademas, se ha demostrado que los niveles de RNA
del GBV-C son mas altos en pacientes con tratamiento antirretroviral que en pacientes sin tratamiento
antirretroviral, lo que sugiere una correlacion reciproca entre el GBV-C y la dindmica viral del VIH-1 (47).
Aunque, en algunos ensayos clinicos no se pudo corroborar los beneficios de la co-infeccion con GBV-C en
individuos seropositivos, los resultados pueden estar relacionados con el periodo de la infeccion por el VIH, es
decir, si se trata de una infeccion reciente o una infeccion avanzada. Xiang et al (46), observaron una tasa de
supervivencia elevada en pacientes co-infectados con GBV-C con una infeccion avanzada por VIH y con un
nimero de células CD4" < 200/l. En un estudio multicentrico se demostré que en pacientes con infeccion
reciente por VIH-1 (12-18 meses) co-infectados con GBV-C, la supervivencia no se prolongd, mientras que
una viremia persistente por GBV-C en individuos con infeccion cronica (por encima de los seis afios de la
seroconversion), fue asociada con una prolongada supervivencia (48).

El mecanismo molecular exacto mediante el cual el GBV-C interactia con el VIH-1 e inhibe su replicacion no
esta completamente claro, pero se ha visto que la inhibicion de la entrada del VIH-1 a las células y la replicacion
esta relacionada con la presencia de las proteinas estructurales y no estructurales del GBV-C. Por ejemplo, la
expresion de la fosfoproteina NSSA en una linea celular de linfocitos T CD4" mostré una inhibicién de la
replicacion del VIH-1 (49). En este estudio, se sugirid que la expresion de NSS5A podia promover la
disminucion en la expresion de CXCR4, debido a la liberacion del ligando natural (SDF-1), lo que explicaria la
inhibicion de la replicacion del VIH-1. Este hallazgo ha sido reforzado con posteriores estudios en los cuales
PMCB infectadas con GBV-C inducen un aumento de la expresion del RNA mensajero de SDF-1, RANTES,
MIP-1a, MIP-1p y su alta secrecion en los sobrenadantes de los cultivos, dio lugar a una disminucion de la
expresion en la superficie celular de CCRS (50).

Por otro lado, se ha demostrado una disminucién de la expresion de CD4'/CD38", CD8/CD38" y
CXCR5/CD38" en linfocitos T de pacientes VIH-1, co-infectados con el GBV-C (51).

La inhibicion de la entrada del VIH a las células mediada por las proteinas de envoltura del GBV-C, ha sido el
mecanismo mas estudiado por varios grupos que postulan que las proteinas de envoltura E1 y E2 del GBV-C
modulan la progresion a enfermedad a VIH (52-54). Se ha sugerido que E1 y E2 tienen una alta afinidad por el

VIH-1, bloqueando su entrada a la célula. Se ha demostrado que estas proteinas intervienen directamente con el
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péptido de fusion en el VIH-1, modificando su conformacion. Esto indica una alteracion de la interaccion del

péptido de fusion del VIH con la membrana de la célula diana, inhibiendo la fusion a la membrana celular (55).

1.3. PEPTIDOS INHIBIDORES DE LA FUSION

Una interesante estrategia terapéutica frente al VIH es la inhibicion de la fusion /entrada del virus en la célula
huésped. El conocimiento acerca de este proceso, ha proporcionado las herramientas para el desarrollo de
péptidos inhibidores dirigidos a las diferentes fases de la fusion/entrada del VIH. Las principales moléculas
diana susceptibles de ser intervenidas por los péptidos inhibidores son las proteinas gp41 y gp120 en el VIH y
en la célula huésped, los receptores CD4, CCRS y CXCR4.

Aunque el mecanismo de fusion del VIH-1 ha sido utilizado en el desarrollo de terapias antivirales, el virus ha
desarrollado resistencia a los farmacos que bloquean la uniéon a CCRS. Esto pone de manifiesto la necesidad de
nuevos inhibidores.

En los afios 1993 y 2003, fueron descubiertos dos péptidos, el SJ-2176 y el T-20 (56,57,58) respectivamente.
Estas dos moléculas son derivadas de la region HR-2 del VIH. Estos dos péptidos inhiben la fusion del VIH a
las membranas mediante la interaccion con la region HR-1, interfiriendo con la formacion de la horquilla
trimérica 6HB, en concentraciones del orden nanomolar (58). T20 o Enfuvirtide” inhibe la fusién del VIH a las
células, reduciendo la carga viral en pacientes infectados a niveles indetectables y se ha convertido en una
terapia favorable en pacientes a quienes le ha fallado la terapia con los inhibidores de la transcriptasa reversa y
proteasa (59). Sin embargo, la aplicacion clinica de T-20 se ha visto limitada por factores inherentes a los
péptidos como son la baja biodisponibilidad del péptido, los altos costos de produccion y la aparicion de cepas
resistentes (60).

Después de la aparicion de T-20, surgié una segunda generacion de inhibidores de la fusion con el fin de
aumentar la efectividad y estabilidad de T-20. Entre los mas destacados estd el T-1249 6 Tifuvirtide® y el
Sifurtide (SFT). T-1249 se une a la region que se sobrelapa con el sitio de unién para Enfuvirtide en HR-1 y es
activo contra el VIH-1, VIH-2 y el virus de la inmunodeficiencia en simios. Aunque T-1249 ha demostrado ser
mas eficaz que T-20, s6lo alcanzd la fase clinica II y fue retirado por la complejidad en su formulacion (61).
SFT fue disefiado en base a la estructura tridimensional de gp41. El péptido deriva de la secuencia HR-1 de
gp41 del subtipo E del VIH-1. SFT tiene una alta potencia y una vida-media larga (26 horas), con lo cual la
administracion en humanos es menos frecuente. SFT ha demostrado ser 6 veces mas eficaz en inhibir la fusion

de las membranas celulares y virales que T-20. Ademas, ha demostrado ser mas potente en infecciones

17



1. INTRODUCCION

generadas por aislados primarios del VIH-1 de multiples genotipos con fenotipos X5 y R4. El mecanismo de
accion es diferente de T-20 y altamente efectivo contra cepas resistentes a T-20 (62,63).

VIRIP es otro péptido inhibidor de la fusion, que a diferencia de los ya mencionados, es un derivado de al-
antitripsina, un inhibidor de las serinas proteasas mas abundantes de la circulacion sanguinea. Analisis
funcionales y estructurales demostraron que VIRIP inhibe la entrada por union especifica la FP en gp4l,
previniendo su insercion en la célula huésped. VIRIP ha demostrado ser altamente activo frente a cepas
resistentes a los actuales farmacos antirretrovirales incluyendo inhibidores de la fusion (64).

En vista de los efectos beneficiosos de la viremia de GBV-C en paciente VIH positivos y los recientes hallazgos
de los efectos inhibidores de las dos proteinas de envoltura del GBV-C en la replicacion del VIH, se ha sugerido
la utilizacion de péptidos derivados de las proteina de envoltura E1 y E2 del GBV-C como una estrategia
terapéutica para la inhibicion de la fusion del VIH y expansion del virus.

El grupo de Eissmann han sintetizado péptidos derivados de la region N-terminal de la proteina de envoltura E2
del GBV-C. Varias regiones del extremo amino de la proteina fueron probadas con diferentes cepas del VIH-1,
con el fin de evaluar y comparar la actividad anti-VIH de los péptidos. Los resultados demostraron que la
secuencia que representa la region que va desde el aminoacido 45 al aminoacido 64 en el N-terminal de E2 es
altamente efectiva en inhibir la fusion del VIH a la membrana celular (65). Aunque el mecanismo de inhibicion
no estd completamente definido se cree que E2 interfiere especificamente con la formacion del complejo
gp41/gp120. En otros estudios realizados por, la Unidad de Sintesis y Aplicaciones Biomédica de Péptidos
(USIBAP) del IQAC-CSIC en Barcelona, se ha demostrado que ciertos dominios de la proteina E2 interfieren
con el péptido de fusion en gp41 e inhiben la fusion del VIH a las células (55,66).

Ademas de estudiar y caracterizar péptidos inhibidores de la fusion derivados de la proteina de envoltura E2 del
GBV-C, se estan estudiando y evaluando la actividad anti-VIH de diferentes secuencias peptidicas derivadas de
la proteina de envoltura E1 del GBV-C. En esta linea, recientemente se definio, caracterizo y evaluo la actividad
inhibidora de la fusion de un potente péptido, correspondiente al dominio (139-156) de la proteina EI,
denominado E1P47. La efectividad de este péptido fue evaluada en diferentes cepas del VIH, obteniendo
resultados similares entre los diferentes tipos de virus del VIH. El mecanismo de inhibicioén sugiere que E1P47
interacciona con el FP de una forma similar a la de otros inhibidores de la fusion que han sido preclinicamente

evaluados como putativos microbicidas (67).
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1.4. SISTEMAS DE LIBERACION DE FARMACOS ACTIVOS
Los sistemas de liberacion de farmacos son dispositivos que permiten la administracion de un farmaco en el
organismo y mejora su eficacia y seguridad, controlando el tiempo de liberacion.
Los farmacos pueden ser liberados a través de diferentes vias: oral, parenteral, transdermal, transmucosal, nasal,

colorectal, pulmonar, cardiovascular y al sistema nervioso central (68)

1.4.1. Nanoparticulas

Las Nanoparticulas (NPs) se definen son sistemas dispersos de particulas s6lidas con un tamafio en el rango de
10 a 1000 nm en el cual, el farmaco esta disuelto y encapsulado, atrapado o unido a la matriz de las NPs.
Dependiendo del método de preparacion las NPs pueden ser nanocapsulas 6 nanoesferas. Las nanocapsulas son
sistemas en el cual el farmaco estd confinado a una cavidad rodeada por una unica pelicula de polimero,
mientras que las nanoesferas son sistemas con una matriz en la que el firmaco esta fisicamente y uniformemente
disperso.

Factores como el tamafio de particula, las propiedades fisicoquimicas, la carga superficial y la liberacion del
agente activo, son fundamentales para que las NPs puedan llegar al sitio especifico de accion con una eficacia
terapéutica Optima y una dosis controlada (69).

Las NPs tienen mayores ventajas sobre otros sistemas de liberacion, por ejemplo, las NPs aumentan la
estabilidad del farmaco y las propiedades de liberacion controlada son utiles como régimen de dosificacion.

Las ventajas del uso de las NPs como sistemas de liberacion de farmacos, respecto a la fabricacion, el tamafio y
las caracteristicas de superficie, es que las NPs pueden ser facilmente manipuladas para transportar el farmaco

tanto de forma pasiva como activa a el drgano 6 tejido blanco.

Las NPs controlan y mantienen la liberacion del farmaco durante el transporte y en el sitio de localizacion,
distribuyendo el farmaco dentro del 6rgano diana para mejorar la eficacia terapéutica y reducir los efectos
secundarios. Los mecanismos de degradacion de las NPs durante la liberacion, pueden ser controlados mediante

la seleccion de los constituyentes de la matriz.

La superficie de las NPs puede ser modificada mediante la union de ligandos que las dirijan al sitio de accion
especifico. Asi mismo, las NPs pueden ser disefiadas para ser usadas en las diferentes vias de administracion

(70).
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1.4.2. Polimeros utilizados en la fabricacion de las NPs

En la actualidad, se estan utilizando tanto polimeros sintéticos como naturales, en el desarrollo de sistemas de
liberacion controlada. Dependiendo el tipo de degradacion de los polimeros, éstos pueden clasificarse en

polimeros hidroliticamente degradables o polimeros enzimaticamente degradables.

Los biomateriales o sistemas de liberacion hechos con polimeros sintéticos son bioldgicamente inertes, tienen
propiedades mas predecibles y una uniformidad de lote a lote; ademas tienen la ventaja de poseer perfiles que se

pueden adaptar a aplicaciones especificas.

Los polimeros de origen natural que fueron los primeros en ser utilizados clinicamente, poseen ventajas como
bioactividad y elevada susceptibilidad a la degradacion proteolitica desencadenada por las células, sin embargo
presentan una fuerte respuesta inmunogénica, su purificacion es dispendiosa y ademas pueden ser transmisores

de enfermedad.

A continuacion se describen las caracteristicas fisicas y quimicas de los principales polimeros utilizados como

vehiculos en la fabricacion de sistemas de libracion controlada.

1.4.2.1. Polimeros hidroliticamente degradables

Los polimero hidroliticamente degradables tienen grupos funcionales como ésteres, ortoésteres, anhidridos,

carbonatos, amidas, uretanos y urea entre otros, que son susceptibles a la hidrélisis (71).

> Poli (a-ésteres)

Son polimeros termoplasticos con enlaces ésteres alifaticos en su esqueleto. Entre los mas investigados estan los
poli a- hidroxidcidos, que incluyen el acido poli-glicdlico y la forma estereoisomérica del acido poli-lactico

(72).

El poliglicélico, es un polimero altamente cristalino (45-55 % cristalinidad), por lo que es muy resistente y muy
poco soluble en solventes organicos, su temperatura de transicion vitrea varia entre 35-40 °C y tiene un punto de
fusion superior a 200 °C. Debido a la facilidad para formar fibras, este polimero es utilizado en la fabricacion de

suturas reabsorbibles .

Los poliglicdlicos se degradan en masa, mediante escision no especifica del esqueleto éster, que pierde su masa

en un maximo de 2 meses y es hidrolizado completamente en un maximo de 6 a 12 meses. En el organismo, los
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poliglicolicos son descompuestos en glicina que puede ser excretada por orina o convertida en dioxido de

carbono y agua en el ciclo del acido citrico.

Los polilactidos son moléculas quirales que existen en dos formas activas, L-lactico y D-lactico, (entre estos dos
monomeros el L-lactico ocurre naturalmente). La polimerizacion de estos mondmeros lleva a la formacion de

polimeros semi-cristalinos.

Asi como el poliglicélico, el poli (L-lactico) (PLA) es un polimero (~ 37% cristalinidad), con una temperatura
de transicion vitrea entre 60-65 °C y una temperatura de fusion de aproximadamente 175 °C. El PLA es un
polimero de degradacion lenta, con una buena resistencia a la traccion, por lo que se ha utilizado en el desarrollo

de dispositivos de fijacion ortopédica (73).

El PLLA tiene un perfil de degradacion muy bajo que depende del grado de cristalinidad asi como de la
porosidad de la matriz. Los polilacticos se degradan en masa mediante un mecanismo de escision aleatoria de su
esqueleto éster. El acido lactico es su principal producto de degradacion y en el cuerpo humano es metabolizado

en agua y dioxido de carbono en el ciclo del 4cido citrico(74).

El poliéster PLGA es un copolimero de acido poli lactico (PLA) y éacido poliglicélico. Las formas
enantioméricas del PLA son poli-D- acido lactico y poli-L-acido lactico y PLGA es un acrénimo para poli-L-D-
acido lactico-co-glicolico, donde las formas del acido lactico D y L estan en igual proporcion. El PLGA, es el
copolimero mas utilizado en el desarrollo de sistemas de libracion controlada como las NPs y puede ser
procesado en casi cualquier forma y tamafo; ademas se pueden encapsular moléculas de cualquier tamaifio, es
soluble en una amplia gama de solventes orgénicos incluyendo los solventes clorinados, tetrahidrofluorano,
metil acetato y acetona. En agua el PLGA es biodegradado por hidrélisis de las uniones éster. En cuanto a su
hidrofobicidad, la presencia de grupos metilo en PLA lo hacen mas hidrofobico que PGA, por lo tanto los
copolimeros de PLGA ricos en lactico son menos hidrofilicos, adsorben menos agua y se degradan maés
lentamente. Debido a la hidrdlisis del PLGA, los parametros que se consideran invariables en una formulacion
solida pueden cambiar con el tiempo, tales como la temperatura de transicion vitrea, el porcentaje de humedad y
el peso molecular. El cambio de estas propiedades en la liberaciéon desde una matriz de PLGA influencian la
tasa de liberacion y degradacion de las moléculas incorporadas. En cuanto a las propiedades fisicas del PLGA,
estas dependen de multiples factores tales como son el peso molecular inicial, la relacion masa de acido
glicolico y lactico, el tamafio del dispositivo y exposicion al agua. La fuerza mecanica del PLGA se ve afectada

por sus propiedades fisicas tales como peso molecular e indice de polidispersidad. Estas propiedades hacen que
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el PLGA pueda ser formulado como un dispositivo de liberacion de farmacos y se pueda controlar la tasa de
degradacion asi como la hidrolisis. La fuerza mecanica, la capacidad de hidratarse, hidrolizarse y la tasa de
biodegradacion de el polimero, esta directamente influenciada por el grado de cristalinidad, que a su vez
depende de la relacion molar de los mondmeros que componen la cadena del copolimero. E1 PLA cuando se co-
polimeriza con el PGA reduce el grado de cristalinidad de PLGA, resultando en un aumento de la tasa de
hidratacion e hidrdlisis. Asi, que una alta tasa de PGA es susceptible a un incremento en la tasa de degradacion

(75,76).

1.4.2.2. Poli-(orto ésteres)

Estos polimeros fueron desarrollados por la corporacion ALZA (Alzamer”) debido a la necesidad de polimeros
que se degradaran desde la superficie, disefiados especificamente para la liberacion de farmacos. Aunque la
principal caracteristica de estos polimeros es que las uniones orto son hidroliticamente labiles, el polimero es lo

suficientemente hidr6fobo para que la erosion en un medio acuoso sea muy lenta.

Los poli-orto-ésteres ademas de sufrir la degradacion desde la superficie, permiten el control de la tasa de
degradacion asi como la sensibilidad al pH y la temperatura de transicion vitrea, pueden ser controladas

mediante la adicion de glicoles.

La tasa de liberacion de estos polimeros es controlada por la tasa de hidrdlisis del polimero, a través del uso de

excipientes acidos y basicos (77).
> Poli-(anhidridos)

Los poli-(anhidridos), son los polimeros mas labiles hidroliticamente debido a que tienen uniones anhidridas
alifaticas en su esqueleto. La labilidad hidrolitica y la hidrofobicidad, hacen que el polimero en un medio acuoso

sufra una verdadera degradacion desde la superficie, impidiendo que el agua penetre en la matriz.

Los poli-(anhidridos) son polimeros que fueron aprobados por la FDA en 1996 como un vehiculo de liberacion

de fArmacos, seguido por evaluaciones in vitro e in vivo (78).

> Poli-fosfoésteres
La principal propiedad de estos polimeros sintéticos biodegradables, es la excelente biocompatibilidad con

biomacromoléculas como son por ejemplo los acidos nucleicos.
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Los poli-fosfoésteres se degradan bajo condiciones fisiologicas debido a el clivaje enzimatico de las uniones
fosfato de su estructura. Los productos finales de la degradacion de estos polimeros son fosfatos, alcoholes y

glicoles.

La flexibilidad sintética de estos polimeros los hace atractivos para el desarrollo de copolimeros con otros
monomeros; es el caso, por ejemplo de DL-lactico para formar el poli(lactico-co-etil-fosfato). Estos copolimeros
tienen un perfil de degradacion en dos fases, el cual es atribuido a la hidrélisis de los fosfatos versus la hidrolisis

de los grupos funcionales del lactico.

Estos polimeros han sido utilizados ampliamente en la liberacion de agentes quimioterapeuticos tales como el
paclitaxel. La formulacion de microesferas hechas con este polimeros se encuentra en fase II de los ensayos

clinicos para el tratamiento de cancer de ovario y pulmoén (79).

1.4.2.3. Polimeros enzimdticamente degradables

> Poli-aminodcidos sintéticos

El poli (L-acido glutamico) (L-PGA), es un polimero compuesto de residuos de acido glutimico unidos a través
de enlaces amida. Este polimero es altamente susceptible a degradacion por enzimas lisosomales. Los productos
finales de la degradacion del L-PGA son monomeros de acido L-glutamico, Adicionalmente, a pH fisiologico el
L-PGA esta fuertemente cargado y debido a estd propiedad se considera como el tnico vehiculo para

genes/plasmidos.

El poli-acido aspartico (PAA), es un polimero idnico altamente soluble en agua con un alto contenido de
carboxilato mucho mas alto que el del L-PGA. Al igual que el L-PGA, el PAA sufre biodegradacion por
enzimas lisosomales. Han sido desarrollados varios bloques de copolimeros con el acido aspartico y otros
polimeros biodegradables formando nanoestructuras micelares como vehiculos inteligentes de administracion de

farmacos (74).

> Polisacaridos

Los polisacaridos son macromoléculas formadas por muchas unidades de monosacaridos unidas entre si por
enlaces glucosidicos. Entre los més estudiados se encuentran los polisacaridos de origen humano como el acido
hialurénico y el condrotin sulfato, también estan los polisacaridos de origen no humano como el chitin y el
Chitosano. Este ultimo polimero ha sido aprobado por la FDA como un aditivo en los alimentos, ya que no

presenta ningun efecto toxico después de su administracion en humanos.
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El Chitosan (CH) es un polisacarido lineal que consiste de enlaces f (1-4) glucosamina con grupos N-
acetilglucosamina localizados aleatoriamente, dependiendo del grado de deacetilacion del polimero. El CH, es

un derivado de la chitina, un polimero completamente acetilado que forma el exoesqueleto de los artropodos.

La degradacion del CH se debe a la lisozima y tiene lugar a través de la hidrdlisis de los residuos acetilados. La
tasa de degradacion de CH depende del grado de acetilacion y cristalinidad del polimero. Las formas altamente

acetiladas tienen una baja tasa de degradacion y puede tardar varios meses in vivo.

Por otro lado, las modificaciones quimicas del CH pueden afectar de manera significativa la solubilidad del
polimero y a su degradacion. Como una importante caracteristica, la solubilidad del CH se ve afectada por
muchos parametros como el grado de deacetilacion, el pH, el tipo de acido y el peso molecular. El CH se puede
disolver en acidos acuosos diluidos y dimetilsulfoxido. Cuando el pH del medio es mas bajo que el pKa del CH
(6,3 — 6,7) el CH es soluble en agua, pero si el pH excede el valor de pKa, el CH es completamente insoluble.
Adicionalmente, la distribucion de grupos acetilo puede afectar la interaccion entre moléculas y asi influenciar
la solubilidad del CH. Ademas, el CH de bajo peso molecular tienen mejor solubilidad que el de alto peso

molecular.

Desde el punto de vista biologico el CH ha sido ampliamente utilizado en diversos estudios de permeacion
gracias a sus propiedades mucoadhesivas. El fluido que cubre las mucosas epiteliales estd compuesto
principalmente de agua, enzimas y electrolitos. La interaccion entre los polimeros y el fluido mucoso pueden
aumentar el tiempo de residencia y mejorar la mucoadhesividad. EI CH es un polimero catiénico que puede
interaccionar con los motivos aniénicos del fluido mucoso. La carga del CH esta determinada por el numero de
grupos amino en la cadena polimérica que pueden incrementar las interacciones con el mismo. Las propiedades
de potenciador de penetracion del CH, no so6lo esta relacionada con la capacidad mucoadhesiva del polimero

sino que ademas tiene la capacidad de abrir las uniones estrechas entre células Caco-2.

La degradacion del CH se ve afectada por el grado de deacetilacion y el peso molecular, cuando estos dos
factores son bajos, la degradacion se incrementa, mientras que un alto grado de cristalinidad y una distribucion

homogénea de grupos acetilo disminuyen la tasa de degradacion (76).
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1.4.3. Métodos utilizados en la fabricacion de NPs

Las propiedades de las NPs son optimizadas dependiendo de la aplicacion. Dos técnicas se emplean
principalmente para la preparacion de NPs: (1) por dispersion de polimeros preformados y (2) por
polimerizacion de monémeros. Dentro de cada técnica, existen diferentes métodos de preparacion. En la figura 5

se muestran los métodos convencionales para la preparacion de las nanoparticulas poliméricas (NPs).

1.4.3.1. Evaporacion del solvente

Este fue el primer método desarrollado para la preparacion de NPs poliméricas. En este método el polimero se
disuelve en un solvente organico. Inicialmente, se emplearon diclorometano y cloroformo, pero debido a su
toxicidad, hoy en dia éstos han sido remplazados por solventes con mejor perfil toxicoldgico como el acetato de
etilo. Una vez disuelto el polimero en el solvente organico, la emulsion formada entre solvente y polimero se
convierte en una suspension de NPs de la cual se evapora el solvente a través de la fase continua de la emulsion

(80).

La evaporacion del solvente es el método mas utilizado para preparar NPs poliméricas. En los métodos
convencionales, dos estrategias principales estan siendo usadas para la formacion de emulsiones, las emulsiones
simples (oil-in-water) o emulsiones dobles como (water/oil/water) (Figura 4). Estos métodos utilizan
homogenizacion con alta velocidad o ultrasonicacion, seguido por la evaporacion del solvente; esto se puede
realizar por agitacion magnética continua o bajo presion reducida. Las NPs pueden ser colectadas por

ultracentrifugacion y lavadas con agua destilada para remover los excesos de surfactantes o aditivos (81).

En un estudio realizado sobre la influencia de ciertos parametros experimentales tales como el porcentaje de
surfactante se concluyd que una concentracion elevada de surfactante (3 % w/v 6 mayor) asegura una buen

proceso de emulsificacion y un tamaiio de particula pequefio (82).

En otro estudio, se evaluo la influencia de la técnica de emulsion sobre las caracteristicas de las NPs. En la
emulsion por sonicacion, la intensidad y el tiempo han sido los principales factores que determinan el tamafio de

particula, asi como la distribucion de la poblacion de las Nps (83).
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Fase Organica Fase Acuosa Fase organica Fase Acuosa
Farmaco+ Polimero+solvente +/- oleoso Agua +/- surfactante Polimero + solvente +/- oleoso Farmaco + agua +/- surfactante

Emulsificacion con métodos mecanicos ‘
| Primera emulsion | | Fase acuosa continua
Emulsion
olw
Segunda emulsién
w/o/w
Extraccion del solvente
\ 4
Formacion de las Nanoparticulas | Formacion de Nanoparticulas

Figura 4. Esquema de técnicas para la preparacion de Nanoparticulas poliméricas. Simple (W/O) y doble
emulsion (W/O/W).

1.4.3.2. Salting-out

Este método fue descrito por Bindschaedler et al (84), y plantea una version modificada de la emulsion simple y
la doble emulsion. El método implica un procedimiento que evita el uso de tensoactivos y disolventes clorados.
La emulsion del polimero se hace con un disolvente que es totalmente miscible en agua, como por ejemplo es la
acetona y la emulsificacion de la solucion de polimero se realiza en solucion acuosa, dando lugar a una
emulsion sin emplear ningin método de agitacion. Tras la dilucion se produce una migracion del polimero a las

gotitas de la emulsion debido a la reduccion de la concentracion de sales en la fase continua.

1.4.3.3. Nanoprecipitacion

Este método denominado desplazamiento del solvente fue desarrollado por Fesi et al (85). La técnica se basa en
la deposicion interfacial de un polimero después del desplazamiento de un solvente semipolar, miscible con
agua, de una solucion lipofilica. La difusion rapida del solvente dentro de la fase no solvente, resulta en la
disminucion de la tension interfacial entre las dos fases, la cual incrementa el area de superficie y lleva a la
formacion de pequefias gotas de solvente organico. La nanoprecipitacion consiste en tres elementos basicos, el

polimero (sintético, semi-sintético o natural), el solvente del polimero y la fase acuosa no organica. El solvente
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organico el cual es parcialmente miscible en agua (acetona, etanol, hexano, diclorometano o dioxano) es facil de
eliminar por evaporacion, por ello la acetona es el solvente mas frecuentemente empleado en este método. Por

otro lado la fase acuosa es una mezcla de un no-solvente con un surfactante sintético (Figura 5).

Las NPs se producen tras la adicion lenta de la fase organica en la fase acuosa, bajo agitacion moderada. Una
rapida difusion del polimero en la fase acuosa da como resultado NPs con tamafios bien definidos y una

distribucion uniforme de la poblacién nanoparticular (86).

Fase acuosa Fase organica Fase acuosa
Surfactante/ agua Surfactante/ agua Farmaco/ agua
: W,/0
—{]
Precipitacion o
o e
p— e
Polimero
+ W /O/W,
solvente
Fase
Formacion de continua
Nanoparticulas
(A) Nanoprecitaciéon o Desplazamiento del (B) Doble Emulsién W/O/W
solvente
Fase acuosa Fase organica
Agua/Surfactante Solvente/polimero/farmaco
Fase acuosa Fase organica

Agua/farmaco oleosa
o G 5
— — 2=

L Emulsificacién i

] ]
- W/O
e, °,©
°e®o / \
Fase oleosa i0
Evaporacion Difusion Salting-out
del solvente del solvente

Nanoparticulas

(C) Emulsién simple (D) Salting-out

Figura 5. Métodos convencionales utilizados en la fabricacion de Nps poliméricas

1.4.4. Caracterizacion de sistemas poliméricos nanoparticulados

La caracterizaciéon de sistemas poliméricos nanoparticulados incluye tanto pruebas fisicas como quimicas.
Dichas pruebas se realizan para determinar la compatibilidad de los componentes del sistema, isotropricidad de
la formulacién, uniformidad del contenido, apariencia, viscosidad, densidad, pH, conductividad, tension

superficial, tamafio y zeta potencial entre otras. Un ejemplo claro es la utilizacion de la calorimetria diferencial
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de barrido; con este método se pueden evaluar las diferentes interacciones que pueden existir entre los
componentes de la formulacion. Asi también existen otros métodos que dan informacion acerca de la estabilidad
y reproducibilidad de una formulaciéon como es la turbidimetria. El tamafio de la particula, es otro importante

factor a analizar porque determina la velocidad y la tasa de liberacion del farmaco, asi como la absorcion.

Por otro lado, la viscosidad, la conductividad y los métodos dieléctricos dan informaciéon acerca de las
caracteristicas microscopicas. Las medidas de viscosidad pueden indicar la presencia de micelas inversas y las
medidas de conductividad determinan si la fase continua esta en aceite o en agua. Las medidas dieléctricas son

un medio para probar ambas las caracteristicas dinamicas y estructurales de la formulacion (87).

A continuacion se describen los parametros mas comunmente analizados en los sistemas nanoestructurados.

1.4.4.1. Morfologia

La morfologia de los sistemas nanoestructurados puede ser determinada por microscopia electronica de
transmision (TEM) y microscopia electronica de barrido (SEM). SEM da informacion acerca de la superficie y
morfologia mediante una imagen tridimensional de los globulos y TEM es un método que permite evaluar el

tamafio y la distribucion de la poblacion de la suspension nanoparticular.

1.4.4.2. Tamaidio y polidispersidad

La dispersion dinamica de la luz es una técnica utilizada para determinar el tamafio hidrodinamico exacto de las
NPs. La solucion es iluminada por un ladser monocromatico y las fluctuaciones de la luz dispersada son
recogidas con un detector fotonico en un angulo de dispersion variable o fijo. La luz dispersada depende del
tiempo, debido al movimiento browniano de las NPs. En este tiempo, las fluctuaciones son capturadas usando el
método de autocorrelacion, en el cual la intensidad de luz dispersada a tiempo ¢, es comparada consigo mismo a
tiempo (f+t), donde T es el tiempo de retardo de la correlacion. El proceso se repite durante el periodo de
observacion y para un rango de valores (tipicamente espaciados logaritmicamente), generando una funcién de
correlacion, que se muestra graficamente como un correlograma. A partir de la desintegracion de la funcion de

correlacion, la velocidad de la difusion (por ejemplo, el coeficiente de difusion traslacional, D) se calcula:
r=¢*D (Ecuacién 1)

donde, T es la tasa de decaimiento exponencial y ¢ es el modulo del vector de difusion (definido por el angulo

de dispersion y la longitud de onda de la luz). La ecuacion de Stokes-Einstein pueden ser empleado para
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relacionar D al didmetro hidrodindmico de la particula, teniendo en cuenta la viscosidad de la muestra y la

temperatura a la cual la medida realizada.
dy =kT/3imD  (Ecuacion 2)

k es la constante de Boltzman, T es la temperatura absoluta y 1 es la viscosidad en el medio, dy es el diametro

equivalente a una esfera rigida que se difunde a la misma velocidad que el analito (88,89).

Las NPs en suspension tienen una distribucion de tamafios como resultado a las imperfecciones en la sintesis y
debido a las variaciones conformacionales por el gran nimero de atomos involucrados. Mediante la tasa de
retardo se puede determinar el tamafio medio de una poblacion de NPs, mediante el ajuste de minimos
cuadrados de la funcion de correlacion. La variabilidad del tamafio se define como el indice de polidispersidad
(PI), un parametro sin unidades que deriva del analisis de los acumulados equivalente a la varianza relativa de la

distribucion (90).

1.4.4.3. Potencial-Zeta

En una solucion idnica, las NPs con una carga neta tienen una capa de iones fuertemente unida a su superficie,
conocida como la capa de “Stern”. Una segunda capa externa difusa estd compuesta de idnes ligeramente
asociados. Estas dos capas son conocidas como la doble capa eléctrica. Como las particulas se mueven (debido a
la difusion Browniana o fuerza aplicada) se crea una distincion entre los iones que permanecen con el
surfactante alrededor de la nanoparticula. El potencial electrostatico en este limite se denomina Potencial-zeta
(ZP) y esta relacionado a la carga superficial de las NPs. Para llevar a cabo las mediciones del ZP de las
nanoparticulas, un campo eléctrico se aplica a través de la muestra y el movimiento de las NPs se mide por

“velocimetria doppler laser” (LDV). El ZP se calcula utilizando la ecuacion de Henry:

Ug — 2€{f (ka)

(Ecuacion 3)
3y

donde U,, es la movilidad electroforética, € es la constante dieléctrica, n es la viscosidad del medio, f(ka) es

la funcién de Henry y ka es una medida de la relacion entre el radio de la particula y la longitud de Debye (90)
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1.4.5. Interacciones biofisico-quimicas en la Nano-Biointerfase

El término nano-bio-interfase esta relacionado con las interacciones fisicoquimicas dinamicas, cinéticas,
termodinamicas entre la superficie de las NPs y los componentes de las superficies bioldgicas (proteinas,

membranas, fosfolipidos, vesiculas endociticas, organelos, DNA y fluidos biologicos).

La nano-bio-interfase comprende tres componentes que interactian dindmicamente: (i) La superficie de la
nanoparticula (las caracteristicas fisicoquimicas del sistema), (ii) la interfase solido-liquida y los cambios que
ocurren cuando la particula interactia con los componentes del medio que las rodea, (iii) zonas de contacto entre

la interfase liquido-solido y los substratos biologicos.

En un medio bioldgico, las caracteristicas mas importantes de las NPs que determinan las interacciones con las
superficies bioldgicas son: la composicion quimica, la funcionalizacion de la superficie de las NPs, la forma y el
angulo de curvatura, porosidad y cristalinidad de la superficie, heterogeneidad, aspereza, hidrofobicidad e
hidrofilicidad. Otras propiedades cuantificables tales como son el potencial zeta, agregacion de particulas,
estado de dispersion, estabilidad/biodegradabilidad, caracteristicas de disolucion e hidratacion vienen

determinadas por las caracteristicas del medio de suspension.

Las caracteristicas de las NPs contribuyen a las interacciones con el medio de suspension a través de la
adsorcion de iones, interaccion con proteinas; a través de la formacion de la doble capa de iones; la disolucion
en el medio y minimizando la energia libre de las nanoparticulas mediante la reestructuracion de su superficie.
Muchas de estas nuevas propiedades adquiridas o estados transformados determinan las fuerzas que operan en la
interfase particula/medio. Principalmente predominan las fuerzas de Van der Waals (VDW), interacciones
electrostaticas de la doble capa, mas las cargas de corto alcance que surgen de las interacciones de carga y de

solvente (91).

La interfase solido-liquida metaestable esta sujeta a un medioambiente dindmico, poco homogéneo y transitorio
que contribuye a la formacion de la nano-bio interfase. La poca homogeneidad es el resultado de la distribucion

y localizacion espacial de las proteinas, lipidos y estructuras glicosiladas en la superficie de la membrana (91).

La interaccion entre proteinas y NPs es un proceso dinamico y complejo, dado que la secuencia y la estructura
de las proteinas, determinan los principales amino acidos que estan implicados en la absorcion de las NPs a la
superficie de las membranas. Esta interacciones dependen de la afinidad de las proteinas con las NPs. La

proteinas pueden establecer interacciones con las NPs por largos periodos de tiempo o ser remplazadas por otras
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proteinas poco después de la absorcion inicial, este fendmeno es comiinmente llamado la “corona de proteinas”

(92).

Se conoce un determinado nimero de proteinas que forman complejos transitorios con NPs, grandes variaciones
en sus tasas de disociacion, establecen interacciones de union preferenciales entre cierto tipo de NPs y los
fluidos biologicos en los que estan suspendidas. Ademas, las concentraciones de proteinas proximas a las
particulas influyen en la unién; un claro ejemplo esta en la corona dinamica alrededor de NPs en la sangre, la
albumina sérica y el fibrindgeno dominan la superficie de las particulas durante cortos periodos de tiempo,
mientras que las proteinas menos abundantes pero con mayor afinidad a las NPs y con una cinética mas lenta,
finalmente las desplazan. Las proteinas que se unen con mayor fuerza a las NPs poliméricas son la albumina,

inmunoglobulinas, complemento, fibrindgeno y apolipoproteinas (93).

1.4.6. NPs: Sistemas de transporte y liberacion de péptidos terapéuticos

Las nanoparticulas se emplean como importante herramienta para atravesar barreras y liberar biomoléculas que
son susceptibles a la degradacion. A diferencia de biomoléculas como son las proteinas; los péptidos son los
suficientemente pequefios para encajar en un espacio poco profundo e hidréfobo sin comprometer la
especificidad y la afinidad. Por esta razon, varios péptidos con diferentes fines terapéuticos y de diagndstico han
sido incorporados en nanoparticulas poliméricas como una estrategia para mejorar tanto su biodisponibilidad

como su biocompatibilidad.

Ademas de las aplicaciones biomédicas, la nanomedicina ha incorporado los péptidos en NPs como: (i) un
medio de direccionamiento para que las NPs puedan alcanzar tejidos especificos. En este sentido, los péptidos se
emplean como ligandos de receptores o como marcadores de células 6 (ii) como moléculas terapéuticas. En esta

categoria, las nanoparticulas se funcionalizan con péptidos con funcion terapéutica (94).

Se han descrito diferentes estrategias para incorporar o unir péptidos a NPs. La incorporacion implica métodos
convencionales y no convencionales de fabricacion de nanoparticulas y la uniéon puede ser de tipo covalente 6
no covalente. La union no-covalente se basa en las propiedades anfipaticas asociadas ya sea a la estructura
primaria o secundaria de secuencias peptidicas cortas. El anclaje o union de péptidos anfipaticos, con estructura
primaria a nanoparticulas puede llevarse a cabo a través de su dominio hidrofilico o hidrofébico, mientras que el
anclaje de péptidos con estructura secundaria esta restringida al estado conformacional de la molécula, el cual

permite posicionar los aminoacidos hidrofobicos e hidrofilicos en lados opuestos.
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Generalmente, los péptidos mas utilizados en la funcionalizacién de nanoparticulas son los comunmente
conocidos CPP “cell penetrating peptides”. El primer CPP unido a NPs fue el péptido anfipatico Pep-1,
posteriormente otros péptido anfipaticos con estructura secundaria han sido utilizados con el fin de mejorar la
biodisponibilidad y captacion de las nanoparticulas en los tejidos vivos. Entre los péptidos mas utilizados en la

actualidad estan el Tat-VIH, penetrating peptide y transportan peptide (95).

Los péptidos ademas de ser utilizados en el direccionamiento de nanoparticulas, son utilizados como potentes
agentes terapéuticos para el tratamiento de diferentes enfermedades cronicas como cancer, hepatitis, diabetes,
artritis reumatoide, leucemia y recientemente también en el tratamiento del VIH-1 (96,97). Sin embargo varios
inconvenientes, ademds de los ya mencionados, limitan su aplicacion clinica. La via parenteral, es la principal
via de administracion tanto de péptidos como de proteinas, no obstante, debido a la corta vida media de estas
moléculas es necesario un aumento en la frecuencia de administracion, lo que induce a que el paciente incumpla
con el tratamiento, provocando efectos adversos como es la aparicion de cepas resistentes, en el caso de las

enfermedades infecciosas (98).

Se han utilizado vias alternativas sin muchos beneficios, tal es el caso de la administracion oral, que a pesar de
ser una via no invasiva, la administracion de biomoléculas como los péptidos es muy limitada debido a la
presencia de enzimas proteoliticas en el tracto gastrointestinal (GIT), ademas de las propiedades fisicoquimicas
y bioldgicas intrinsecas a la naturaleza de este tipo de moléculas, como lo son la inestabilidad a pH acidos, el

gran tamafio molecular y la ineficiente permeacion a través de las membranas del GIT (99).

Ademas de la via parenteral y oral, otras vias como son la nasal y pulmonar se han explorado con mayores
expectativas debido a la baja actividad proteolitica con respecto a la oral. Estas vias son interesantes ya que son
altamente vascularizadas, lo que significa que hay una mayor posibilidad de permeacion, pero la depuracion

microciliar limita la adsorcion de estas moléculas (100).

Para superar los inconvenientes anteriormente mencionados, se ha optado por incorporar las proteinas y los
péptidos terapéuticos en sistemas de liberacién controlada, tales como son las NPs. En este aspecto, las NPs
poliméricas tienen mayores ventajas sobre otros sistemas de liberacion, asi, NPs de pequefios tamafios tienen la
capacidad de atravesar eficientemente barreras epiteliales. Desde el punto de vista fisicoquimico, las NPs
poliméricas tienen mayor estabilidad en medios biologicos, tienen una liberacion sostenida, tamafio subcelular,

proteccion de los péptidos encapsulados de la degradacion enzimatica y una alta biocompatibilidad con los
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tejidos. Ademas, la versatilidad en la formulacion permite manipular el perfil de liberacion y el comportamiento

bioldgico (bioadhesion, captacion celular, liberacion en el tejido blanco, entre otras) (101).

Las propiedades de las NPs poliméricas se encuentran afectadas por la naturaleza del polimero, ya sea éste
natural o sintético y el método de preparacion. Entre los polimeros naturales el Chitosan, es uno de los mas
empleados para la encapsulacion y liberacion de péptidos por via oral. Entre las caracteristicas mas interesantes
del Chitosan son una buena solubilidad en el pH intestinal y un aumento de la mucoadhesividad y permeacion.
En el intestino delgado las NPs de Chitosan pueden adherirse y filtrarse a través de la capa de moco y abrir las
uniones estrechas entre las células epiteliales contiguas, ademas la sensibilidad al pH acido, hace que las NPs
hechas de este polimero, se desintegren y liberen el péptido, el cual a su vez penetrara a través de la via

paracelular que ya ha sido abierta (102).

Ademas de los polimeros de origen natural como es el Chitosan, otros polimeros de origen sintético se utilizan
extensamente en la encapsulacion de péptidos. Es el caso de los poli-esteres como el PLGA, ya descrito en uno

de los anteriores apartados.

La incorporacion de péptidos en las NPs puede ser llevada a cabo mediante diferentes métodos. Para la
fabricacion de Nps con polimeros naturales, se utilizan técnicas suaves como gelacion idnica y coacervacion,
mientras que las nanoparticulas hechas con polimeros sintéticos son fabricadas con técnicas mas comunes como

emulsificacion-evaporacion del solvente, Nanoprecipitacion, salting-out y emulsificacion-difusion del solvente.

1.4.7. Aplicacién de NPs poliméricas como sistemas de liberacién de péptidos por diferentes vias

1.4.7.1. Via oral

En el desarrollo de NPs poliméricas para la administracion oral de péptidos se han considerado aspectos como
es la captacion de las NPs a través del epitelio intestinal; en este aspecto el tamafio se considera de vital
importancia ya que la transcitosis de las NPs pequefias (< 100nm) es mejor que la de NPs de tamafios mayores.
Otro aspecto importante, es la carga de superficie de las NPs ya que las cargas positivas pueden facilitar la
proximidad de las NPs al epitelio intestinal y aumentar su transporte a través de las placas de Peyer, contrario a
lo que sucede con NPs cargadas negativamente, se ha visto que NPs de poliestireno cargadas negativamente,

limitan la captacion mediada por las células M (103).

Otro importante aspecto es la hidrofobicidad. En varios estudios se ha visto que NPs hechas con polimeros

hidrofobicos mejoran la entrada a el epitelio intestinal, principalmente a las placas de Peyer. Por otro lado, las
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modificaciones en la superficie de las NPs ya sea mediante la utilizacion de polimeros bioadhesivos o mediante

la utilizacion de ligandos aumentan su permeacion (99).

Los péptidos son sensibles al pH acidico del estdbmago, ademas la degradacion por enzimas como la pepsina y o
proteasas pancreaticas en el intestino, ademas de las aminopeptidasas que existen en la membrana del borde en

cepillo son otras de las principales barreras de la liberacion de péptidos y proteinas.

Las NPs son una alternativa para mejorar la biodisponibilidad de los péptidos encapsulados, porque protegen de
la degradacion del medio ambiente intestinal, mejoran la adhesion a el epitelio intestinal y promueven la
absorcion por el intestino delgado. Existen dos diferentes rutas de transporte a través del epitelio intestinal la

ruta paracelular (a través de las células adyacentes) y la ruta transcelular.

La ruta paracelular representa del 0.01 al 0.1% de toda la superficie intestinal con una dimension de
aproximadamente 10 R, por lo tanto, macromoléculas como las NPs atraviesan el epitelio intestinal mediante
esta ruta. Para mejorar el transporte, se han empleado varios potenciadores de la absorcion como lo son el
Chitosan, el almidon, polimeros tiolados y quelantes de calcio para abrir de manera reversible las uniones

estrechas.

La ruta transcelular para péptidos y proteinas incluye una difusion transcelular pasiva, un transporte mediado
por vehiculos como NPs, una transcitosis por enterocitos mediada o no por receptores y fagocitosis por células

M (103).

1.4.7.2. Via parenteral

La via parenteral es atractiva porque se puede evitar el metabolismo de primer paso y proporciona una alta
biodisponibilidad. Las principales caracteristicas fisicoquimicas que pueden alterar in vivo la administracion por
via parenteral de NPs son el tamafio, la carga superficial, la tasa de disolucion y el recubrimiento. Asi, NPs con
tamafios mayores a los 200 nm pueden sufrir de un rapido aclaramiento por el sistema fagocitico mononuclear y

esto puede aumentar de manera significativa su captacion en higado y bazo (104).

En la administracion sistémica al cerebro, la barrera hematoencefélica representa una importante barrera para el
transporte de péptidos. Las células endoteliales capilares del cerebro tienden a formar uniones intracelulares
estrechas y ocluyen los espacios paracelulares; ademas alrededor de estas células se encuentran terminaciones
de astrocitos y pericitos que forman una barrera poco accesible a péptidos y proteinas. Por lo que en los tltimos

afios se han desarrollado varias NPs poliméricas para dirigirse a tejidos poco permeables como es el cerebro. Por
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ejemplo, NPs de PLGA-PEG modificadas con lactoferrina han sido utilizadas por su eficacia para tratar la
enfermedad de Parkinson (105). Huille y et al desarrollaron NPs de policaprolactona que fueron modificadas
con los péptidos angiopep-2 y el EGPF-EGF-1. Estas NPs demostraron tener un alto potencial para permear la

barrera hematoencefalica y unirse a las células neuroglia les (106).

1.4.7.3. Via pulmonar

La via pulmonar se considera como una importante ruta no-invasiva que mejora la absorcion de péptidos y
proteinas. Esta via ofrece numerosas ventajas como son una gran superficie de absorcion (100 m?), es un area
altamente vascularizada, una membrana alveolar delgada (0.1-2.0 ym) y una baja actividad enzimatica. Pero a
pesar de estas ventajas, el epitelio de las vias respiratorias centrales estd constituido en gran parte por células
cilindricas celiadas dispuestas en estrechas uniones intercelulares; estas uniones limitan el transporte paracelular
de péptidos y proteinas. Por otro lado, la velocidad de difusion en esta region es directamente proporcional al
gradiente de concentracion y a la solubilidad lipidica. La capacidad de difusion esta directamente influenciada
por el tamafio molecular y al estado de ionizacién de péptidos y proteinas. La unién al moco y el posterior
aclaramiento a través del sistema mucociliar pueden reducir las concentraciones disponibles para la absorcion.
La humectabilidad de las NPs, la agregacion, la cristalinidad, el polimorfismo y la vulnerabilidad a la
degradacion enzimatica también pueden determinar la tasa de absorcion de proteinas y péptidos. La deposicion
en el tracto respiratorio depende de las propiedades aerodinamicas de las particulas inhaladas y los patrones de
inhalacion. Los patrones de respiracion lenta, pueden promover la absorcion de NPs con un diametro
aerodinamico menor de 500 nm y pueden depositarse facilmente en los alveolos mediante difusién browniana

(107).

1.4.7.4. Via transdermal

La administracion transdérmica tiene varias ventajas como es una enorme superficie de absorcion, que evita el
metabolismo de primer paso y una ruta no invasiva y continua. Sin embargo, la liberacion de proteinas y
péptidos a través de la piel esta limitada por la penetracion y las enzimas. Las NPs poliméricas son un enfoque
atractivo para mejorar la penetracion e estas biomoléculas; sin embargo por si solas y sin ningun recubrimiento
o potenciador, son incapaces de atravesar mas alla de las capas superficiales del estrato cérneo. Por lo tanto,
para una eficiente penetracion, es necesaria la utilizacion de potenciadores de permeacion (108). Rastogi et al,

estudiaron el potencial de electroporacion transdérmica a través del estrato corneo con NPs PLC-PEG-PLC
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cargadas con insulina. Esto dio como resultado una disposicion de insulina 4 veces mas alta en piel respecto a la
solucion, estos resultados demostraron la eficiencia de un método potenciador de la permeacion de nanosistemas

a través de la piel (109).

1.4.7.5. Via ocular

La via ocular se ha utilizado para la administracion de péptidos tanto de accion localizada como sistémica. Para
la liberacion sistémica, la via ocular tiene ventajas como una facil administraciéon, una velocidad de
administracion relativamente rapida comparada con la administracion oral y ademds esta via evita el
metabolismo de primer paso. La absorcion de péptidos y proteinas como insulina, encefalinas y calcitoninas se
han estudiado siguiendo la via ocular. Actualmente la administracién de péptidos a través de esta ruta se esta
llevando a cabo para el tratamiento de diferentes enfermedades de ojo como degeneracion macular, enfermedad
del ojo seco y retinopatias. Sin embargo, las barreras anatomicas y fisiologicas y la degradacion enzimatica

limitan la eficacia de estas moléculas.

Las NPs poliméricas pueden mejorar la liberacion localizada de péptidos de uso terapéutico mediante la
liberacion sostenida, la proteccion de la degradacion enzimatica y el aumento del tiempo de residencia en la
zona pre-corneal comparada con los colutorios. Sin embargo, para que las NPs permanezcan dentro del espacio
pre-corneal es necesario mejorar sus propiedades mucoadhesivas para incrementar el tiempo de residencia en

“cul-de-sac” corneal (110).

1.5. CARACTERISTICAS ANATOMICAS Y FISIOLOGICAS DE LA MUCOSA VAGINAL

La vagina es un canal fibromuscular expansible en forma de S. Se extiende desde el cérvix hasta el utero y tiene
aproximadamente 10 cm de longitud, 4 cm de ancho y de 150 a 200 pm de grosor. La pared posterior es mas

larga que la anterior como consecuencia de la posicion asimétrica del cuello uterino en la boveda vaginal.

La vagina es el 6rgano sexual femenino, no contiene glandulas y por lo tanto no tiene un papel secretor; no
obstante, la vagina esta recubierta por una delgada capa de liquido que incluye secreciones endometriales,
cerebrales, vestibulares, residuos de orina y cantidades variables de trasudados vaginales. En cuanto al fluido
que recubre la mucosa, este puede variar segln la edad y el ciclo menstrual. Por ejemplo, el pH de la vagina es
acido (3.5 — 4.5) en mujeres sanas en edad reproductiva, pero este pH puede variar de acuerdo con el estado de
salud 6 el ciclo menstrual. La cantidad de trasudado vaginal también varia a lo largo de la vagina, siendo mas

abundante cerca del cérvix y menos en el fornix anterior.
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Las microbiota de la mucosa vaginal, principalmente el Lactobacillus spp, es el encargado del mantenimiento
del pH vaginal, ya que este microorganismo metaboliza el glucogeno que proviene de la ruptura autolitica de las

células vaginales, convirtiéndolo en &cido lactico y sacaridos.

La pared vaginal se compone de varias capas celulares: (i) estratos no queratinizados, (ii) epitelio escamoso, (iii)
capa muscular y (iiii) tinica adventicia. La lamina propia esta compuesta por tejido conectivo rico en vasos
capilares y linfaticos que drenan a la vena iliaca interna, razén por la cual los productos absorbidos evitan el
metabolismo de primer paso. Se estima que aproximadamente 10-15 capas de células epiteliales son
reemplazadas semanalmente. El epitelio escamoso estratificado no queratinizados, estd asentado sobre
quertinocitos ricos en glicogeno. Este epitelio ademas esta compuesto por otro tipo de células como Langerhans
y macrofagos. Ademas de lo mencionado, la lamina propia esta constituida por fibroblastos, fibras elasticas y

colagenas, vasos y nervios y células de defensa, leucocitos polimorfonucleares y nodulos linféaticos.

Las células epiteliales se disponen de acuerdo con las etapas de diferenciacion, es decir dependiendo de la
presencia de queratinas como K10 y K13 y en funcion de la ubicacion de la célula dentro del epitelio. Ademas,

numerosos pliegues estan presentes en el epitelio aumentando la superficie y otorgandole distensibilidad.

Ciertas condiciones influencian la fisiologia vaginal: el balance hormonal, el embarazo, el pH, la microflora y la
edad. La edad, es el principal biomarcador del grosor del epitelio vaginal, de concentracién de enzimas y
produccion de trasudado vaginal. Los cambios en las caracteristicas fisiologicas pueden llegar a influenciar la
permeacion de firmacos, ya que este depende principalmente del grosor del epitelio, de la composicion de

lipidos, de la organizacion del espacio intercelular y de la estanqueidad celular.
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Figura 6. Esquema del tejido vaginal escamosos estratificado no queratinizado. (Adaptado de Schnell,
Microbiologia de la vaginal) (111).

1.5.1. La mucosa vaginal como via de administracién de farmacos

Los dos principales pasos que debe seguir un farmaco para que sea absorbido a través de la vagina son la
disolucién y la penetracion en el fluido vaginal. En consecuencia, todos los factores que estan asociados a la
estructura y fisiologia del epitelio vaginal y las caracteristicas fisicoquimicas, como es el perfil de liberacion del

farmaco, se consideran los aspectos mas relevantes para poder alcanzar el epitelio (112).

Aunque la vagina no es una verdadera mucosa, el transporte de farmacos se lleva a cabo a través de un
mecanismo de multiples vias, similar al de otras membranas bioldgicas. Los mecanismos de absorcion son
similares a los de cualquier otra mucosa, los cuales incluyen mecanismos pasivos y activos. Los mecanismos
pasivos pueden ser, a través de las membranas de las células (transcelulares) y a través de los fluidos
intercelulares y uniones estrechas (paracelulares). Las uniones estrechas y otras uniones (adherentes y
desmosomas) estan presentes en el epitelio vaginal y cervical con una mayor expresion en el endocervix. La
importancia de estas estructuras es el papel protector que desempefan frente a la colonizacion de la mucosa por

bacterias y virus, ademas de la penetracion de farmacos (113).
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Las uniones estrechas se componen de proteinas transmembrana (ocludinas, claudinas y moléculas de adhesion)
que entran en contacto con el espacio intercelular y crean un red que restringe la difusion paracelular de las
moléculas a través de la lamina epitelial. Adicionalmente, las uniones estrechas tienen un papel estructural en la
polarizacion epitelial, al limitar la movilidad de las moléculas unidas a membranas entre los dominios apical y

basolateral de la membrana plasmatica de cada célula epitelial (114).

El transporte activo genera gradientes a través de la barreras. El transporte puede ser activo primario o activo
secundario siendo este Ultimo un proceso que esta acoplado indirectamente a adenosin tri-fosfato (ATP),
mientras que el primario es un proceso utiliza directamente ATP durante todo el ciclo del transporte, aunque en
diversos estudios se ha demostrado que los mecanismos de penetracion de farmacos estan relacionados con

mecanismos de difusion pasiva (115).

Las moléculas lip6filas y de bajo peso molecular tienden a ser mejor absorbidas que las moléculas mas grandes
e hidrofilas. Los principales factores que afectan la absorcion a través de la vagina son la cantidad de fluido y la
composicion, factores que interfieren directamente en la disolucion del farmaco antes del transporte. Una
cantidad excesiva de fluido puede llegar a remover el farmaco antes de alcanzar el epitelio, sin embargo la
presencia de moco cervical es importante para aumentar la bioadhesion al epitelio. La produccion de estrogenos
como consecuencia de la estimulacion de la proliferacion de las células epiteliales pueden llegar a afectar la
farmacocinética a través de la vagina, ya que se aumenta el riego sanguineo, las trasudacion y la produccion de
moco cervical. Este aspecto es importante cuando se desea una accion sistémica de un farmaco, ademas se debe
tener en cuenta caracteristicas como espesor del epitelio, cambios enzimaticos y hormonales, pH vaginal

(interfiere con la ionizacion de farmacos) (116,117).

Por otro lado, hay que tener en cuenta que la composicion de la formulacion es de vital importancia, ya que este
puede causar irritacion, inflamacioén y dafio, provocando un ruptura de la barrera, lo que llevaria no sélo a un

aumento de su absorcion sino que ademas puede promover la penetracion de agentes infecciosos.
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Figura 7. Esquema de la dindmica de la absorcion de farmacos a través de la mucosa.
(www.accessmedicina.com).

1.5.2. NPs como sistemas de liberacién de FiAirmacos a través de la mucosa vaginal

Ademas de las ventajas ya mencionadas con respecto a la liberacion de farmacos a través de la vagina existen
otras que deben ser citadas, tales como son una administracion de dosis pequefias con menos efectos
secundarios, ademas para farmacos que actilan localmente la aplicacion topica da lugar a concentraciones mas

elevadas y una eficacia mejorada.

Desde que fueron descritos los mecanismos de absorcion de farmacos a través de la mucosa vaginal, los estudios
de liberacion se han intensificado, involucrando sistemas de liberacion controlada como NPs, liposomas,

dendrimeros, films y geles entre otros.

El desarrollo de NPs ha incrementado el interés de muchos investigadores, ya que ademas de proteger el
farmaco de la degradacion enzimatica, las NPs pueden mejorar la eficacia del farmaco gracias a que pueden
adherirse al tejido diana y aumentar el tiempo de residencia del farmaco. Actualmente, el disefio de NPs como
vehiculos de transporte y liberacion de farmacos en la mucosa vaginal, esta enfocado hacia el desarrollo de

estrategias que impidan el aclaramiento de las NPs por el moco vaginal (118).

En un estudio de permeacion se demostro que las NPs cubiertas con polietilenglicol (PEG), se difunden a través
del moco cervical con una velocidad similar a la penetracion en agua, pero cientos de veces mas rapido que las

NPs no cubiertas; esto generd la hipdtesis de que la penetracion de las NPs a través de moco mejora el tiempo
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de retencion y la distribucion del farmaco, mientras que si las NPs son atrapadas en la capa externa del moco,

existe mayor posibilidad de que sean removidas (119).

Para que un sistema NPs sea eficiente en transporte y liberacion de farmacos a través de la mucosa, debe
cumplir cierto tipo de caracteristicas terapéuticas tales como son una liberacion controlada y sostenida, una

penetracion profunda en el tejido y proteccion del fAirmaco tanto a nivel intracelular como extracelular (120) .

Las membranas mucosas son superficies himedas que recubren muchas cavidades del cuerpo entre ellas el
epitelio vaginal. Asi como en otros organos, la membrana mucosa de la vagina proporciona lubricacion y
humectabilidad de las células superficiales del epitelio. Para mejorar la eficacia terapéutica de los sistemas de
liberacion controlada a través de la mucosa, las formulaciones deben tener propiedades de mucoadhesividad. La
mucoadhesion es definida como una interaccion en la interfase entre una forma de dosificacion terapéutica 'y la

membrana mucosa (121,122).

En la actualidad la incorporacion de polimeros mucoadhesivos en el disefio y desarrollo de NPs para la
liberacion de farmacos a través del tracto vaginal es trascendental, porque ademas de aumentar el tiempo de
residencia, incrementa la penetrabilidad a través del epitelio mediante la alteracion de las uniones estrechas

entre las células (123).

Como fue mencionado anteriormente, el principal obstaculo que tienen que superar las NPs que son utilizadas
para el transporte de farmacos a través de la vagina, es el moco vaginal. Es bien sabido, que las NPs que
penetran el moco, deben evitar las interacciones con las fibras de mucina y tener un tamafio adecuado (< 300

nm) para evitar la inhibicion estérica de la malla de fibras de mucina (122).

La mucoadhesion es un fenémeno que a pesar de la gran variedad de estudios que se han realizado para
comprender mejor los mecanismos que la gobiernan, aun sigue siendo un aspecto complejo de comprender y por
lo tanto el disefio de formas farmacéuticas basadas en dicho fendmeno sigue siendo tema de investigacion. En la

tabla 1 se muestran algunas de las teorias que explican el fendmeno de la mucoadhesion
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Tabla 1. Teorias y mecanismos de mucoadhesion

Teoria Mecanismo TlpO/cOI}dlClOll del Referencia
Polimero
Humectabilidad Capacidad del polimero mucoadhesivo para En forma liquida (124)
extenderse sobre la capa mucosa
Electrénica Tra’nsferenma de electrones entre el Polimero cargado (125)
polimero y la capa mucosa
e Penetracion del polimero dentro del moco a | Buena interaccion y
Difusion una profundidad de 0.2 — 0.5 mm solubilidad (126)
El polimero interactiia con el moco ,
. . - Polimeros con
Adsorcién mediante uniones covalentes, metalicas, miltioles orupos (124)
ionicas o fuerzas de Van der Waals, f ncignal egs P
interacciones hidrofobicas o hidrofilicas 4
Dificultad de separacion, tras la adhesion Polimeros
Fractura . 1 .. (127)
del polimero al moco solidos/rigidos
Mecénica Aumento de la rugosidad de la supe’rﬁcw de | Polimeros rugosos/ (123)
contacto, lo cual aumenta la adhesion porosos

(Adaptada de J Neves., et al) (118)

1.5.3. NPs como sistemas de liberacién vaginal para la prevencion del VIH-1

En la actualidad, existen mas de 50 moléculas candidatas a microbicidas para la prevencion del VIH-1 en
desarrollo pre-clinico y otras 12 en diferentes etapas de desarrollo clinico. Una de las alternativas mas
exploradas para la administracion dirigida de microbicidas son las NPs poliméricas. Las NPs fabricadas a partir
de PLGA estan siendo objeto de investigacion gracias a que pueden superar los problemas tipicos de los
farmacos tales como son semivida bioldgica, estabilidad conformacional, estabilidad fisicoquimica, solubilidad
y respuesta inmunologica. En el caso de los microbicidas vaginales, las NPs de PLGA pueden servir no solo
para proteger el agente activo, sino que ademas también para facilitar la penetracion a través de la mucosa
vaginal y ectocervical permitiendo que el agente terapéutico alcance, ya sea el caso, las células diana del VIH 6
interaccione directamente con el virus impidiendo su fusion e integracion en el genoma de la célula blanco

(128).

En vista de las facilidades que ofrece la mucosa vaginal como una via de administraciéon de farmacos, en la
actualidad existen algunos estudios en los cuales se han utilizado NPs para encapsular y liberar farmacos anti-

VIH-1 en la mucosa vaginal. En la tabla 2 se describen los investigaciones mas relevantes en este campo.
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Tabla 2. NPs cargadas con diferentes agentes anti-VIH

Zeta-
. Agente anti- Tamafio de las . Actividad
Tipo de NPs VIH NPs (nm) potencial ) i vim | Ref
(mV)
PLGA-NPs PSC-RANTES 256,5+ 19.5 -10,31.8 ICsp: 425 M | (129)
PLGA-NPs Dapivirine 168,1=2.4 -20,9+1.4 NR (130)
NPs de _ Efav1ren'z, Entre 40 — 70 212a-25 NR (131)
Lactoferrina Curcumina
| Tenofovir (TNF | 556 4. 12,6 (TNF) | -5.31=1.1 NR
NPs de Eudragit Etravirine (132)
S-100% 264,4+29.6 (ETV) | -10,7x1,6 NR
(ETV)
NPs de Chitosan Tenofovir 281,6+25,6 53,0+0,5 NR (133)
NPs de o ECso: 1-4
Policaprolactona Dapivirine 198,0+3,0 30,5+2.4 M (134)

NR: No hay datos reportados.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo es el desarrollo de NPs poliméricas para la encapsulacion y liberacion en la

mucosa vaginal de péptidos inhibidores de la fusion del VIH-1.

Para poder alcanzar este objetivo el estudio se dividio en tres etapas. La primera etapa se centra en la sintesis de
péptidos derivados de las proteinas E1 y E2 del virus del GB-C con efecto inhibidor de la fusion del VIH-1 en

las células diana y su derivatizacion con sondas fluorescentes

La segunda etapa conlleva el desarrollo, optimizacion y caracterizacion fisicoquimica y morfolégica de NPs
poliméricas recubiertas con Glycol-Chitosan (GC-PLGA-NPs) cargadas con los péptidos sintetizados y sus

correspondientes derivatizados fluorescentes.

La tercera etapa se centra en el diseflo y desarrollo de ensayos ex vivo e in vivo para evaluar la toxicidad y
capacidad de absorcion y penetracion de las GC-PLGA-NPs en un modelo de mucosa vaginal. Ademas, se
estudio el perfil de liberacion de los péptidos inhibidores de la fusion del VIH-1 en el modelo de mucosa

vaginal.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

La primera y segunda etapa del estudio se centran en la obtencion de péptidos inhibidores de la fusion del VIH y

su encapsulacion en GC-PLGA-NPs. Para su desarrollo se plantean los siguientes objetivos especificos

> Sintetizar y purificar los péptidos E1P47 y P6-2 derivados de las proteinas de envoltura E1 y E2 del

virus GBV-C, utilizando la estrategia de Sintesis de péptidos en fase sélida (SPPS).

> Derivatizar con [5-(6)FAM)] los péptidos sintetizados (E1P47-FAM y P6-2-FAM)
> Disefiar y optimizar las PLGA-GC-NPs que contienen el péptido E1P47, utilizando un disefio factorial.
> Encapsular los péptidos sintetizados y sus respectivos derivatizados en las PLGA-GC-NPs utilizando la

formulacion optimizada (NPsE1P47; NPsP6-2; NPsE1P47-FAM; NPsP6-2-FAM).

> Caracterizar fisicoquimicamente las PLGA-GC-NPs que contienen los péptidos inhibidores, analizando
sus propiedades morfométricas y morfoldgicas (didmetro hidrodinamico, la distribucion de tamafio, la
carga superficial, la eficiencia de atrapamiento del péptido en el polimero y el perfil de liberacion).

> Evaluar el estado fisico del péptido E1P47 y sus posibles interacciones con los demas componentes de
la formulacion, utilizando rayos-X y espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier
(espectroscopia de FTIR) .
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> Determinar por citometria de flujo la captacion y/o absorcion de las NPsE1P47-FAM en una la linea
celular HeLa que expresa la proteina de envoltura del VIH.

> Determinar el contenido de P6-2 en las PLGA-GC-NPs utilizando un analisis de aminoacidos

La tercera etapa del estudio se centra en la evaluacion de la toxicidad, permeacion y grado de penetrabilidad de

las PLGA-GC-NP. Para la ejecucion de esta etapa se plantean los siguientes objetivos especificos

> Determinar mediante ensayos ex vivo e in vivo el grado de penetracion y seguridad de las NPsP6-2-
FAM, utilizando mucosas vaginales de cerdo.

> Evaluar la permeacion ex vivo e in vivo de NPSE1P47 en mucosas vaginales de cerdo

> Determinar tanto ex vivo como in vivo la cantidad de péptido E1P47 formulado y no formulado que es

retenido por la mucosa vaginal.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 REACTIVOS Y SOLVENTES

La tabla 3 muestra la relacion de reactivos y solventes con sus respectivas casas comerciales, utilizado para la

sintesis de los péptidos y la preparacion y caracterizacion de las NPs los equipos utilizados para el desarrollo del

estudio.

Tabla 3a. Reactivos y disolventes utilizados en la sintesis de los péptidos

SINTESIS Y CARACTERIZACION DE PEPTIDOS

Reactivos y Solventes

Casa comercial

Aminoécidos y Resinas

5(6)- Carboxifluoresceina

Novabiochem

Acido trinitrobencenosulfonico (TNBS)
N,N-diisopropilcarbodiimida (DIPCDI)
1-Hidroxibenzotriazol (HOBt)

Piridina

N,N-Diisopropiletilamina (DIEA)
Cloroformo

Metanol

Fluka

Hexafluorofosfato de N-6xido de N-[(dimetilamino)-1H-1,2,3-triazolo- [4,5-

b]piridin-1-il-metilin]-N-metilmetanaminio (HATU)

Genscript

Piperidina

Anbhidrido acético

1,2-Etanoditiol (EDT)

Acido 6-(7-Nitrobenzofurazan-4-ylamino)esanoico (NBD)
Triisopropilsilano (TIS)

2-mercaptoetanol (BME)

Sigma

Etanol absoluto
Acetona

Cloranilo (2,3,5,6-tetracloro-1,4- benzoquinona)

Carlo Erba

Acido 2,5- dihidroxibenzoico (DHB)

BRUKER

Diclorometano Resina Amberlite MB-3
Ninhidrina

Eter dietilico

Acetonitrilo

Bromuro de litio

MERCK

N,N-Dimetilformamida

Acido acético

Acido trifluoroacético

Scharlau

48



3. MATERIALES Y METODOS

Tabla 3b. Reactivos y productos utilizados para el desarrollo, optimizacidén y
caracterizacion de GC-PLGA-NPs

Reactivos Casa Comercial
PLGA Resomer” 503H 34 kDa Boehringer Ingelheim
Polyvinyl alcohol (PVA) BASF
Glyclol Chitosan (50-190 kDa)
Sigma Aldrich

Hepes solucion (1M pH 7,0 — 7,6

Ensayos in vitro, ex vivo e in vivo

Reactivos Casa Comercial

DTT (threo-1,4-Dimercapto-2,3-butanediol) Sigma

Paraformaldehido

DRAQS (1,5-bis {[2-(di-methylamine) ethyl] amino}-4,8- BD., Bioscience

dihydroxyanthracene-9,10-dione)

Tissue-Tek®™ O.C.T Sakura Finetek

Transcutol ® Gattefossé

FBS inactivado (Fetal Bovine Serum, 10270106, Invitrogen)

Penicilina-Estreptomicina (P11- 010, PAA) PAA

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, D5796, Sigma)
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3.2 INSTRUMENTACION Y EQUIPOS

El instrumental utilizado y la casa comercial se muestran en la Tabla 4

Tabla 4. Instrumentacion y marca comercial

Instrumentacion /Equipos

HPLC

HPLC

Detector diode array

Detector liquido-masas de tiempo de vuelo

Espectrometro de masas MALDI-TOF
Microscopio electronico de Barrido

Microscopio Confocal

Microscopio electronico de luz Transmitida A1+
Ultracentrifuga PF09

Liofilizador

Equipo de Agua Milli-Q

Baifios de Ultrasonido

Bano Maria
Sonda de Ultrasonido XL 2000

Medidor de tamafos y cargas
Turbiscan Lab Expert

Células de Franz

Criostato Leica CM1510

Marca comercial
Waters® 2695

Agilent” 12690

Waters® 2996

LCT Premier XE (Micromass Waters)

Autoflex III Smartbeam (Bruker
Daltonics)

Hitachi S43000
TCS-SL-Leica Microsystems
NIKON

Beckman coulter

Lioalfa, Telstar
Milipore
Selecta

Nirco

Z sizer Nano S (Malvern)

Formulaction

PermeGear

Leica Microsystems
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3.3 SINTESIS DE PEPTIDOS EN FASE SOLIDA (SPPS)

Los péptidos inhibidores de la fusion del VIH-1 (E1P47 y P6-2) fueron sintetizados en la Unidad de Sintesis y
Aplicaciones Biomédicas de Péptidos, IQAC-CSIC. La sintesis se llevo a cabo manualmente en fase solida,

como fue descrita por Merrifiel (135).

La sintesis en fase sélida se basa en el crecimiento de la cadena mediante adicion consecutiva de aminoacidos

sobre una resina.

El primer aminoacido que se acopla es el que corresponde al ultimo de la secuencia, es decir que la sintesis va
desde el extremo N-terminal a el extremo C-terminal. El acoplamiento de cada aminoacido nuevo a la secuencia
se hace a través de su extremo carboxilo, el grupo amino, asi como las cadenas laterales estan protegidas para
evitar reacciones secundarias y de polimerizacion. Una vez finalizada la secuencia, el péptido es desanclado de

la resina junto con la remocion de los grupos que protegen las cadena laterales de los L-aminoacidos.

Esta sintesis puede llevarse a cabo utilizando dos estrategias diferentes: La estrategia Boc/Bzl y la estrategia
Fmoc/tBu. La estrategia Boc/BzI utiliza el grupo tert-butoxicarbonil (tBOC) para proteger los grupos o.- amino
y las cadenas laterales de los aminoacidos trifuncionales se protegen con grupos bencilicos, mientras que la
estrategia Fmoc utiliza el grupo 9- fluorenilmetoxicarbonilo para los grupos a- amino y el grupo ter-butil (tBu)

para las cadenas laterales.

La sintesis de los péptidos E1P47 y P6-2 se realizd manualmente utilizando la estrategia Fmoc/tBu. Para la
sintesis de E1P47 fue utilizada la resina NovaSyn"™ TGR con una funcionalidad de 0,023 mmol/g. Para la sintesis
de P6-2 fue utilizada la resina NovaSyn® TGA, esta resina esta funcionalizada con el 4cido
hidroximetilfenoxiacético, razon por la cual el primer aminoéacido es acoplado a la resina mediante la formacion

de un enlace éster (Figura 8)
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NovaSyn® TGR

NovaSyn® TGA NN .. Q)

Figura 8. Resinas NovaSyn® TGR y NovaSyn® TGA.

Para el acoplamiento del primer aminoacido, se llevd a cabo la esterificacion de la resina mediante la formacion

de un anhidrido simétrico del aminoacido en presencia de DMAP (4-Dimetilaminopiridina).

Para la formacion del anhidrido simétrico se disolvié el aminoacido (10 equivalentes en exceso. respecto a la
funcionalizacion de la resina) en DCM, con 1 6 2 gotas de DMF para completar la disolucion. Se adicionaron 5
equivalentes de DIPCDI (respecto la funcionalizacion de la resina) disuelto también en DCM. La mezcla se dejo
reaccionar durante 20 minutos a 0°C en un ambiente seco que se consigui6 tapando el balén con un tubo relleno
de CaCl,. Después, se evaporé el DCM en un rotavapor. El residuo seco obtenido se disolvié en la minima
cantidad de DMF y se adicioné a la resina. Seguidamente, se adicionaron 0,1 equivalentes de DMAP también
disuelto en DMF. Después de 1 hora de reaccion a temperatura ambiente con agitacion ocasional, se eliminaron

los excesos de reactivo realizando lavados de DMF.

Se determindé el porcentaje de incorporacion del primer aminoacido sobre la resina, y la funcionalizacion real
fue determinada mediante la deteccion de la N-fluorenilmetilpiperidina que se obtiene al liberar el grupo Fmoc
con piperidina. Para llevar a cabo el ensayo se pes6 una cantidad de Fmoc-aminodacido-resina seca equivalente a
5 pumol respecto a la funcionalizacion de la resina. Se le adicionaron 2 ml de una disolucién de 1,8-diazabiciclo-
[5,4,0]-7-undeceno (DBU) al 2% en DMF y se agitando durante 30 minutos. Posteriormente la solucion se
enraso hasta 10 ml con acetonitrilo (ACN) y de esta solucion se tomaron 2 ml y se enras6 a 25 ml con ACN.

Paralelamente, se preparé un blanco que contenia unicamente la disolucion sin Fmoc-aminoacido-resina. Se

52



3. MATERIALES Y METODOS

midieron las absorbancias de la muestra y el blanco en cubetas de cuarzo a la longitud de onda de 304 nm. Se

calculé la nueva funcionalizacion en (mmol g™ aplicando la siguiente formula:

(Absmuestra—AbSplanco) X164

Fmoc(mmol - g™1) = (Ecuacion 4)

mg de resina

3.3.1. Acoplamientos y activacién de los L-aminoacidos

Los acoplamientos se llevaron a cabo activando con carbodiimidas y sales de fosfonio o uronio el grupo o-
carboxilo del aminoacido entrante. Estos activadores permiten obtener altos rendimientos en la formacion del
enlace amida y ademas minimizan las reacciones secundarias como la recemizacion que se puede producir

durante la sintesis.

Las carbodiimidas mas utilizadas en la sintesis de péptidos son N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) y la
N,N’diisopropilcarbodiimida (DIPCDI) que es muy soluble en las ureas que se forman como subproductos de
sintesis. Las sales mas utilizadas en la sintesis de péptidos son el hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-N-oxi-
tris(pirrolidin)fofonio (PyBOP), derivadas de HOBY, el 2-(7-aza-1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio y
el hexafluorofosfato (HATU), esta ultima sal es preferida a la hora de la sintesis, ya que su utilizacion produce
mejores resultados en cuanto a la eficiencia de la activacion y la casi total ausencia de racemizacion. Estas sales
en presencia de una base, generalmente una amina terciaria como la N,N-diisopropiletiamina (DIEA), pueden

convertir el carboxilato del aminoacido protegido en una especie activada.

El acoplamiento de los aminoacidos se llevo a cabo formando un enlace peptidico entre el grupo amino de la
cadena peptidica en crecimiento que se encuentra anclada a la resina y el grupo carboxilo del aminoacido

entrante. Para la sintesis de los péptidos E1P4 y P6-2 se utilizaron los activadores HATU/DIEA.

El procedimiento se llevo cabo pesando 3 equivalentes en exceso tanto del aminoacido como del activador
HATU, que se disolvieron en DMF y una vez disueltos se afiadi6 a la solucion la DIEA. A continuacion, la
solucioén se adiciono a la resina y se dejo reaccionar durante aproximadamente 15 minutos. Una vez finalizado el
tiempo de reaccion, la resina se lavd varias veces con DMF para eliminar el exceso de reactivos y de

aminoacidos que no llegaron a reaccionar.
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3.3.2. Test de deteccion de grupos amino
3.3.2.1. Test de Kaiser o Ninhidrina

El test de ninhidrina o Kaiser (136) se utiliza para identificar los grupos aminos primarios libres. La ninhidrina
reacciona con los grupos aminos primarios que se encuentran desprotegidos obteniéndose una coloracién azul

purpura (test positivo). Para preparar la solucién de ninhidrina se utilizaron los siguientes reactivos:

> Reactivo A

Soluciéon 1: 20g de fenol se disuelven en 5 ml de etanol absoluto calentando poco a poco bajo campana de
extraccion. Posteriormente se adiciona 4g de resina Amberlite y se deja reaccionar durante 3 horas bajo

agitacion.

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

Filtrar ambas soluciones y mezclar.

> Reactivo B

2,5¢g de ninhidrina en 50 ml de etanol absoluto.

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

atribuimos que el proceso de acoplamiento ha sido efectivo.

3.3.2.2. Test de Cloranilo
Este test se utiliza para determinar cualitativamente aminas secundarias libres como la prolina (137). Mediante
este método se puede evaluar el acoplamiento de este y el siguiente aminoacido. El reactivo utilizado es una

solucion saturada de 0,75 g de cloranilo en 25 ml de tolueno.

El test se realiza de forma similar al test de ninhidrina. Se adiciona una pequeiia porcioén de peptidil-resina en un

tubo de vidrio, y se afiaden 4 gotas de acetona y 1 gota de solucién saturada de cloranilo, a temperatura
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ambiente. Una coloracion azul-verdosa es indicativo de la presencia de aminas secundarias libres, y por lo tanto

indica un resultado positivo del test. Este método no es tan sensible como el test de Kaiser.

3.3.2.3. Test del TNBS

Con este método se pueden determinar tanto aminas primarias como secundarias libres (138). EL TNBS (acido
trinitrobenceno sulfoénico) reacciona con los grupos aminos libres, obteniéndose una coloracion naranja (test
positivo). Para realizar el test se agrega una pequefia cantidad de peptidil-resina a un tubo de vidrio, se afiaden 3

gotas de DIEA al 10 % en DMF y 3 gotas de TNBS al 1 % en DMF.
3.3.3. Desproteccion del grupo o.-amino

Para llevar acabo el acoplamiento del aminoacido entrante, se lleva a cabo la remocion del grupo Fmoc, que
protege el a-amino del aminoacido que esta anclado a la resina. Fmoc es un grupo relativamente 1abil en bases
organicas principalmente aminas secundarias, aunque también puede ser removido en presencia de bases
primarias y terciarias La desproteccion se realiza con una solucion de piperidina al 20% en DMF. El
procedimiento se basa en la adicion de la solucion de piperidina hasta cubrir completamente la resina. Una vez
ha transcurrido el tiempo de reaccion (aproximadamente 10 minutos), los restos de piperidina son removidos de

la resina mediante varios lavados con DMF.
3.3.4. Derivatizacion de los péptidos con sondas fluorescentes

Una vez finalizada la sintesis del péptido y previo al desanclaje de la resina, parte de la peptidil-resina se utilizo

para hacer la derivatizacion con 5(6)-FAM.

Una vez se acopla el ultimo aminoacido de la secuencia, se elimina el grupo Fmoc, dejando libre el grupo a-
amino. Paralelamente, se activan 3 equivalentes en exceso de la sonda en presencia de activadores del grupo a-
carboxilo, la N,N -diisopropilcarbodiimida (DIPCDI) y 1-hidroxibenzotriazol (HOBt). La sonda y el HOBt se
disolvieron en DMF y posteriormente se adicionaron 3 equivalentes en exceso de DIPCDI; la mezcla se dejo en
reposo aproximadamente 10 minutos y, posteriormente, se agregd a la peptidil-resina. La reaccion se llevo a
cabo durante 24 horas protegida de la Iuz. Transcurrido el tiempo de la reaccion, la peptidil-resina se lavo varias
veces con DMF para eliminar los restos de sonda y reactivos. El acoplamiento fue evaluado realizando el test de

ninhidrina.

55



3. MATERIALES Y METODOS

3.3.5. Desanclaje y desproteccion

Una vez finalizada la sintesis y eliminado el grupo Fmoc del ultimo aminoacido acoplado, se procede al secado
de la peptidil-resina para eliminar el DMF y los restos de bases que puedan interferir con el desanclaje. Posterior
al secado de la peptidil-resina, esta se coloca en un desecador en condiciones de vacio para eliminar los excesos

de solventes. Las condiciones de secado de la resina se detallan en la Tabla 5.

Tabla 5. Tratamiento de secado de la peptidil-resina

Pasos Lavados Ciclos x tiempos (minutos )
1 Acido acético 2x1
2 Diclorometano 2x1
3 Metanol 2x1
4 Eter 4x1

El desanclaje del péptido de la peptidil-resina se llevo a cabo mediante un proceso de aciddlisis. Para lo cual fue

utilizado el 4cido trifluoroacético (TFA).

Para realizar el desanclaje se preparé un coctel con TFA/BME/TIS/H,O en una proporcion de (94:2.5:2.5:1). La
reaccion entre la peptidil-resina y el coctel se 1levo a cabo durante 3 horas a temperatura ambiente y en agitacion
constante. Una vez transcurrido el tiempo de la reaccion, el TFA se evapord bajo una corriente de N, (g) y el
péptido se lavd 10 veces con éter frio, centrifugando cada vez a 3000 rpm durante 5 minutos a 10°C. Al
finalizar los lavados, el péptido se disolvid en una solucion de acido acético al 30 % y se liofilizo. El liofilizado

fue almacenado a -20°C hasta su uso.

3.4. CARACTERIZACION DE LOS PEPTIDOS

Los péptidos purificados fueron caracterizados por HPLC analitico, cromatografia de ultrapresion

(UPLC),adaptado a espectrometria de masas electrospray (ES-MS) y espectrometria de masas MALDI-TOF.

3.4.1. Caracterizacion analitica de los péptidos por HPLC

La caracterizacion se llevo a cabo utilizando un HPLC. Se utilizaron las columnas de fase reversa Kromasil
(Teknokroma) C8 (4,6 x 250 mm y 5 pm de tamafio de particula) y la columna Eclipse Plus C18 (4,6 x 100 mm,
y 3,5 um de tamafio de particula). Los péptidos se eluyeron a un flujo de 1 ml/min y un gradiente lineal de los
disolventes A y B (A: H,O con 0,05% de TFA; B: ACN con 0,05% de TFA). La deteccion se realizd a 220 y

280.
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3.4.2. Caracterizacion de los péptidos por UPLC/ES-MS

Los pesos moleculares de los péptidos sintetizados fueron detectados mediante un espectrometro de masas por
ionizacion con electrospray acoplado a un UPLC ACQUITY (Waters). La medida de masas por electrospray
(ES-MS) consiste en la generacion de un spray de iones de la muestra a una determinada energia en la camara
de ionizacion. Estos iones pasan al analizador mediante una serie de lentes con un voltaje determinado. Para
ello, se utilizé un detector liquido-masas de tiempo de vuelo (LC-TOF) LCT Premier XE (Micromass Waters)

con una interfase electrospray positiva (ES+) o negativa (ES-), en funcion de la molécula a analizar.

Se utilizo una columna en fase reversa ACQUITY UPLC BEH C18 (2,1 x 100 mm y tamaifio de particula 1,7
um, Waters). Los péptidos fueron disueltos en una mezcla de ACN/ H,O (1/1, v/v), se eluyeron a un flujo 0,3
ml/min y un gradiente lineal de los disolventes A (H,O con 20 nm HCOOH) y B (ACN con 20 nm HCOOH).

La deteccion se realizo a una longitud de onda de 220 y 280 nm.

3.4.3. Caracterizacion de los Péptidos por espectrometria de masas MALDI-TOF

La confirmacion de la presencia del péptido se realizdo mediante la deteccion de sus pesos moleculares utilizado
un espectrometro de masas MALDI-TOF. Este tipo de espectrometria de masas utiliza el laser como fuente de
ionizacion y consiste en bombardear directamente la muestra cristalizada constituida por una mezcla del péptido

y una matriz.,

La preparacion de la muestra se realiz6 mezclando 1 pl de solucion del péptido (1-2 pg/ul) con 1 pl de solucién
de matriz. Posteriormente, 1 ul de la muestra se coloco en la placa de MALDI-TOF y se dejo secar a

temperatura ambiente.

La matriz utilizada fue el acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB). Se empled un espectrometro Auto Flex III
Smartbeam (Bruker Daltonics) y una placa MTB 384 polished steel (Bruker). Se utilizd como método de

adquisicion el método lineal con un voltaje de polaridad positiva.

3.5. DESALACION Y PURIFICACION DE LOS PEPTIDOS

3.5.1. Purificacién de los péptidos en HPLC a escala semi-preparativa

Los péptidos sintetizados se purificaron por HPLC a escala semipreparativa con las columnas Bridge (Agilent)
de fase reversa C8 y C18, (22 x 250 mm y 5 um), en un cromatografo Agilent 1260 Infinity. Se utiliz6 un flujo
de elucion de 3,5 ml/min con un gradiente lineal de los disolventes A y B (A: H20 con 0,05% de TFA; B: ACN

con 0,05% de TFA). La deteccion se realizo a una longitud de onda de 220 nm. Las fracciones recogidas durante
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la purificacion de los diferentes péptidos, se caracterizaron mediante HPLC analitico y espectrometria de masas

(UPLC, ES-MS y/o MALDI-TOF).

3.5.2. Extraccion en fase sélida

Los crudos peptidicos obtenidos tras la sintesis y desanclaje de la resina, fueron desalados utilizando columnas
Oasis HLB Plus cartridge 225 mg/60 pg de Waters. El procedimiento se inicia acondicionando la columna con 5
ml de metanol y posteriormente con 5ml de H,O. A continuacion, se afiadié una disolucion del péptido en
H20/ACN (1 mg/ml) y posteriormente se adicionaron 5 ml H,O + 0,1% TFA para eluir las sales del crudo
peptidico. Después, se eluyo el péptido con 5 ml de H,O/ACN (80:20). Por ultimo se afiadieron 5 ml de ACN
para recoger los restos de péptido que podian haber quedado retenidos en la columna. Cada fraccion de filtrado
fue colectada en un tubo diferente de polipropileno de 10 mL. Los filtrados recogidos, se caracterizaron por

HPLC analitico, UPLC y ES-MS con el fin de identificar la fraccion que contenia el péptido.

3.6. DISENO DE LAS GC-PLGA-NPS

Las NPs que contienen los péptidos inhibidores de la fusion se prepararon utilizando el método de la doble
emulsion y evaporacion del solvente (w/o/w) descrito por Ogawa et al (139). Este método consiste en cuatro
pasos fundamentales: (i) una primera emulsion: la solucién acuosa que contiene el agente activo (denominada
fase interna acuosa, W) se emulsifica en la fase organica que contiene el polimero biodegradable (PLGA/fase
oleosa, O) , (ii) re-emulsificacion: La primera emulsion (W,/O) es emulsificada en una segunda fase acuosa que
contiene un estabilizador o surfactante, es este caso es PVA/GC, (esta se conoce como fase acuosa externa, W5),
para finalmente formarse la doble emulsion W,/O/W,, (iii) solidificacion: en este paso el solvente organico se
elimina por evaporacion o extraccion y entonces se forman las particulas solidas y (iv) separacion y

purificacion: las particulas solidas se colectan por centrifugacion o filtracion.

Para la preparacion de las NPs de este estudio, 50 mg de PLGA Resomer™ 503 H (50:50) se disolvieron en 1 ml
de diclorometano. Paralelamente, se prepard la fase interna acuosa (FIA) disolviendo 1,5 mg de péptido en 500
ul de un solucion de ACN:Hepes. Para el péptido E1P47 la proporcion de ACN:Hepes fue de 1:4 (v/v) y para
P6-2 fue de 2:3 (v/v). El pH de la solucién final de Hepes fue ajustado a 7,4. Posteriormente, se preparo la fase
externa acuosa, para ello se peso 150 mg de PVA y 3 mg de GC. El PVA fue disuelto bajo agitacion constante
en 6 ml de agua acida (pH 4,2), una vez se evidencio la disolucion del surfactante, se adiciond el GC,

manteniendo la agitacion constante hasta su disolucion completa (aproximadamente 1 hora).
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Una vez fueron preparadas las fases (organica, FIA y acuosa externa), se adiciond FIA a la fase organica y se
emulsifico en frio para evitar el calentamiento de la suspension, utilizando una sonda de ultrasonidos a una
amplitud de 38 % a una temperatura de 10 °C durante 30 segundos, formandose la primera emulsion (W,/O).
Posteriormente, la primera emulsion es adicionada a la fase acuosa externa y re-emulsificada durante 1 minuto
en las mismas condiciones, formandose la doble emulsion W,/O/W,. La evaporacion del solvente se llevd a

cabo mediante agitacion constante (395 rpm) en camara extractora y a temperatura ambiente durante 24 horas.

Las NPs se purificaron haciendo 2 lavados con agua Milli-Q y ultracentrifugando a 15000 rpm a una
temperatura de 4°C, esto con el fin de eliminar el exceso de tensoactivo asi como el péptido que no fue atrapado

en la preparacion de las NPs.

3.6.1. Optimizacién de las GC-PLGA-NPs que contienen E1P47

Las GC-PLG-NPs se optimizaron para obtener un tamafio inferior a 300 nm y una eficiencia de asociacion
superior al 50 %. La optimizacion se llevd a cabo utilizando un disefio factorial con un minimo de experimentos.
El disefio factorial se desarrollo en base a la seleccion de tres factores que influyen en las propiedades
fisicoquimicas de las NPs. Se usé un disefio de tres componentes de cinco niveles (2° + start), para determinar

los niveles 6ptimos de las variables seleccionadas (140).

La concentracion de E1P47 (X;), el volumen de la FIA (X;) y la concentracion polimero PLGA (X3), se
seleccionaron como las variables independientes y se estudiaron en cinco niveles diferentes codificados como -
a, -1, 0, 1, y + a. El valor para alfa (1.682) se calcula con el fin de cumplir la rotabilidad en el disefio.
Adicionalmente, las variables dependientes se seleccionaron a partir de las propiedades fisicoquimicas de las
NPsE1P47, es decir, el tamafio medio de particula (Z-Ave), el indice de polidispersidad (PI) y la eficiencia de

encapsulacion (EE). Los valores codificados y los valores de las variables se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Factores y niveles del disefio experimental

NIVELES
FACTORES -1,68 -1 0 1,68 1
Xl: Concentracion de Péptido 0 16 0 20 0 25 O 30 O 33
(mg/ml)
I 0,33 0,40 050 | 0,60 0,66
X3: Concentracion de PLGA 0 50 0 66 0 83 1 OO 1 11
(% Wiv)

59



3. MATERIALES Y METODOS

Seglin la matriz de disefio compuesto central generada por el software Statgraphics Plus 5.1 (Sigma Plus) se

realizaron un total de 16 experimentos, incluyendo 8 puntos factorial, 6 puntos axiales y 2 puntos centrales

replicados, para la estimacion de la suma pura de errores de cuadrados, (Tabla 7).

Tabla 7. Factores experimentales y de respuesta definidos por el disefio factorial compuesto rotatorio (2°+ starts)

Factores Experimentales

Factor Respuesta

Formulacion

X1 X, X3 Z-Ave (nm) PI EE (%)
Puntos Factoriales
F1 0,20 0,40 0,66 240,0 +2,0 0,123+0,001 21,13
F2 0,30 0,40 0,66 248,0+ 1,6 0,187+0,011 34,29
F3 0,20 0,60 0,66 235,5+3,2 0,175+0,006 67,00
F4 0,30 0,60 0,66 209,7+2,9 0,132+0,012 13,12
F5 0,20 0,40 1,00 259,7+0,5 0,170+0,008 37,00
F6 0,30 0,40 1,00 2445+33 0,154+0,014 75,00
F7 0,20 0,60 1,00 221,8+0,9 0,066+0,046 26,00
F8 0,30 0,60 1,00 176,0 +1,9 0,222+0,016 47,50
Puntos Axiales
F9 0,33 0,50 0,83 218,1 +1,1 0,158+0,021 69,9
F10 0,16 0,50 0,83 258,9+2,4 0,151+0,029 52,9
F10 0,25 0,66 0,83 220,7+1,5 0,143+0,019 37,3
F12 0,25 0,33 0,83 2434 +20 0,195+0,032 58,0
F13 0,25 0,50 1,11 4438+ 16,8 0,418+0,053 83,0
Fl14 0,25 0,50 0,55 2352+1,9 0,145+0,003 57,5
Puntos Centrales
F15 0,25 0,50 0,83 262,0+0,5 0,139+0,011 80,2
F16 0,25 0,50 0,83 265,5+ 1,8 0,139+0,040 84,6

Se calcularon los efectos y las interacciones entre variables o factores. Para determinar el efecto de un factor x

(Ex), se aplico la siguiente ecuacion:

Donde:

Ey

_ Zx(H)-Lx(-)

2

(Ecuacién 5)

X x (+) es la suma de los factores y su nivel mas alto (+1), £ x (—)es la suma de los factores y su nivel mas

bajo(—1) and n/2 es la mitad del nimero de medidas usadas para los calculos. Las interacciones entre dos

factores se simboliza como factor 1: factor 2.
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La respuesta experimental del disefio factorial se obtuvo de los resultados de la influencia individual y de las
interacciones de las tres variables independientes. Las respuesta obtenidas se definieron usando un a modelacion

matematica utilizando una ecuacion polinomial de segundo orden. La ecuacion se muestra a continuacion
Y = ﬁO + BIXI + BZXZ + ﬁ3X3 + Bll)(l2 + 622X22+B33X?? + B12X1X2 + BlSXIXS + ﬁ23X2X3
(Ecuacion 6)
Donde:

Y es el factor respuesta, By es el intercepto B4, B2y PBs son los coeficientes lineales, B11, B22 Y B3z es el
coeficiente cuadratico, P12, B13 and P23 es la interaccion entre coeficientes, y (X, X, X3) son las variables
independientes estudiadas. Los analisis estadisticos de los datos de la matriz obtenida del disefio factorial, se
llevaron acabo usando el software Statgraphics Plus 5,1 (Sigma Plus). Ademés un analisis de varianzas
(ANOVA) para identificar la significancia de los efectos y las interacciones entre ellos. Un valor de p<0,05 se

consider6 estadisticamente significativo.

3.6.2. Encapsulacion de P6-2, P6-2-FAM y E1P47-FAM en GC-PLGA-NPs

La encapsulacion se llevo a cabo utilizando el método de la doble emulsion anteriormente descrito, modificando
las cantidades de los péptidos que se derivatizaron con 5(6)-FAM. Con respecto a los péptidos marcados con
sonda, el objetivo de ser encapsulados se establecié como un medio para evaluar cualitativamente el nivel de
penetracion de las NPs en un modelo de mucosa y determinar si las NPs pueden interaccionar con la membrana
de las células endoteliales HeLa que expresan las proteina de envoltura del VIH-1 y si ademas las NPs son
captadas por estas células. En la Tabla 8 se muestran las cantidades utilizadas para el desarrollo de cada una de

las formulaciones y el estudio para el cual se sintetizaron.
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Tabla 8. Cantidades de péptido utilizadas en el disefio de las diferentes formulaciones

» Cantidad de péptido
Formulacion Estudio
(mg)
Estudios in vitro
NPs-P6-2 1,5
Estudios de permeacion ex vivo
Estudios de penetraciéon ex vivo e in vivo
NPs-P6-2-FAM 1,5
Evaluacion de la toxicidad
NPs-E1P47-FAM 0,125 Ensayos de Captacion celular

3.7. VALIDACION DE LOS METODOS ANALITICOS PARA LA DETERMINACION DE P6-2 Y
E1P47

La demostracion de que un método analitico es fiables, es de gran importancia porque se garantiza la calidad,
seguridad y eficacia del analisis. Por tal motivo, antes implementar un método analitico para su uso rutinario,

este debe ser validado previamente para demostrar que es adecuado para el proposito que se destina.

El objetivo final de la validacion de un método analitico, es asegurar que cada medida que se realice en el

futuro, dara una verdadera estimacion del valor real del contenido de un analito en una muestra.

Para esta tesis, se llevd a cabo la validacion de los métodos analiticos para la cuantificacion de P6-2 y E1P47,
tanto en estudios in vitro, ex vivo e in vivo. Los parametros tenidos en cuenta para la validacion de cada uno de
los métodos fueron: (i) linealidad y rango, (ii) precision, (iii) exactitud y (iv) sensibilidad, que se determind

mediante los limites de deteccion y cuantificacion.

Para la determinacion de la cantidad de péptido encapsulado en las GC-PLGA-NPs, se empled el método de
cromatografia liquida de alta precision en fase reversa (RP-HPLC) con detector UV-VIS. Para la determinacion
de la cantidad de péptido liberado de las GC-PLGA-NPs, en los ensayos in vitro, ex vivo e in vivo, se utilizd
cromatografia liquida de alta precision acoplado a un espectrometro de masas de ionizacion por electrospray

(HPLC-ESI-MS/MS) con un analizador triple cuadrupolo.

La RP-HPLC es un método basado en la separacion de moléculas en base a su hidrofobicidad. La separacion
depende de la union hidrofoba del analito desde la fase movil, a los ligandos hidrofobos inmovilizados que estan

unidos a la fase estacionaria. En términos generales, la muestra es inyectada a la fase estacionaria en presencia
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de tampones acuosos, posteriormente es eluida por adiciéon de solventes orgédnicos a la fase movil. La elucion
puede llevarse a cabo bajo condiciones isocraticas, en la que la concentracion de solvente organico es constante,
o llevarse a cabo bajo condiciones de gradiente, en la que la concentracion de solvente organico se incrementa

en el tiempo. El analito o analitos de la muestra son eluidos en orden de hidrofobicidad creciente.

En la deteccion de péptidos mediante RP-HPLC, la fase estacionaria generalmente consiste de un
empaquetamiento de N-alquilsilica, desde la cual los péptidos son eluidos con una concentracién creciente de

solvente organico como ACN con un modificador i6nico como TFA (141).

La espectrometria de masas, es una técnica analitica que puede aportar informacion tanto cuantitativa como
cualitativa (masa molecular y concentracion) sobre las moléculas después de su conversion a iones. En termino
generales, la muestra se introduce primero en la fuente de ionizacién del espectrometro de masas, donde son
ionizadas para adquirir cargas positivas o negativas, entonces los iones viajan a través del analizador de masas y
llegan a diferentes partes del detector de acuerdo con su relacion masa/carga. Una vez los iones entran en
contacto con el detector, este envia sefiales que son recogidas en forma de espectro de masas en base a la

relacion masa/carga.

Existen varios métodos de ionizacion, entre ellos el mas utilizado es la ionizacién por electrospray para el

analisis de moléculas altamente polares como son los péptidos y las proteinas.

El proceso de ionizacion por electrospray ocurre en un capilar o aguja (emisor), en donde un solucién acuosa del
analito es aplicada desde la punta del emisor y a la cual se le aplica un potencial de 3-4 kV. Una vez, el liquido
empieza a salir de la aguja, incrementa su carga y asume una forma conica (cono de Tylor). En la punta del
cono, el liquido cambia de forma a una linea fina, que se vuelve inestable ya que es forzado a retener mas y mas
carga, y finalmente llega a un punto critico donde no puede soportar mas carga eléctrica y la solucion entonces
se dispersa en forma de niebla de pequefias gotas altamente cargadas que vuelan buscando una superficie de

carga opuesta (142). En la Figura 9, se muestra el mecanismo de ionizacion por electrospray
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Figura 9. Esquema del mecanismo de ionizacion por electrospray (Adaptado de CS Ho et,al) (142)

Después de la ionizacion y del desplazamiento de los iones, los analitos entran en el analizador de masas. El
espectrometro de masas mide las sefiales del i6n dando como resultado un espectro de masas, que da

informacién sobre el peso molecular, estructura, identidad y cantidad de un compuesto.

El analizador esta formado por tres cuadrupolos (Q1-Q3) y por lo tanto varios modos de funcionamiento que

daran como resultado informacién diferente.

* Q1: se utiliza como filtro para la m/z especifica (i6n precursor)

* Q2: se utiliza como celda de colision para fragmentar el i6n precursor y generar iones producto

* Q3: configurado para la m/z especifica (SRM o MRM) o en modo de barrido (barrido del i6n producto) (143).

3.7.1. Condiciones cromatrograficas

El RP-HPLC usado para realizar las determinaciones del contenido de péptido encapsulado, consistid en un
sistema Waters® 2695 Alliance (Milford, MA, USA) combinado con un detector diodo array (Waters 2996),
equipado con un degasificador , una bomba cuaternaria, un muestreador automatico y un inyector automatico.
Se utilizd el software de cromatografia Empower 3 (Milford, MA, EUA) para el control del equipo, la
adquisicion de datos y el analisis. Los analisis por HPLC se llevaron a cabo usando una columna Kromasil 100
C18 (250mmx4,6mm, Spum, Teknokroma), mantenida a temperatura ambiente. Las deteccion de P6-2 se
realizaro a longitud de onda de 280 nm y la de E1P47 a 265 nm, a un flujo de 1.0 ml/min y un volumen de
inyeccion de 25 pl. Como fase moévil se uilizd ACN/TFA:H,O/TFA (95:5 v/v) y los analisis se realizaron en

modo de gradiente.
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3.7.2. Descripcion de la espectrometria de masas

La deteccion de las masas moleculares se llevd a cabo empleando un espectrometro de masas QTrap 6500
(Absciex) acoplado a un sistema de HPLC Agilent 12690. Los analisis se llevaron a cabo usando una columna
Kinetex 2,6 um, C18 100A 50 x 2,1 mm, como fase estacionaria. La columna se mantuvo a una temperatura de
60 °C. La fase movil consistié de un sistema binario de solventes empleando agua acidificada con 0,1 % de
acido formico (Fase A) y 100 % de ACN (Fase B), manteniendo un flujo de 0,75 ml/min. Se realizdo un
gradiente de elucion empezando con 98 % de Fase A y 2% de Fase B. La Fase B ascendio linealmente hasta el
98 % en 3 minutos, manteniéndose en este nivel durante 0,6 minutos. En el minuto 5, el gradiente retornd a las
condiciones iniciales y la columna se re-equilibré por 3 minutos entre inyecciones. El espectrometro de masas
se calibré de modo que se obtuvieron especificaciones de acuerdo a la exactitud de masa y sensibilidad en todo
el rango de masa. Previo a la validacion y cuantificacion se llevo a cabo un cuidadoso proceso de optimizacion
para lograr la mejor deteccion de sensibilidad para los péptidos: estandares de P6-2 Y E1P47 y muestras, con el

potencial de descomposicion (DP) més adecuado y colision energética (EC) para péptidos.

Todos los analisis utilizaron la fuente de pulverizacion de iones turbo en modo positivo con los siguientes
ajustes: para la deteccion de ambos péptidos, el voltaje de ionizacion se estableciéo en 5500V, DP (potencial
declinante) para E1P47 se establecid en 240,20 y para P6-2 en 171,23, el potencial de entrada (EP) 5,00, los
datos se adquirieron en modo de monitorizacion de reaccion multiple. Se seleccionaron las energias de
transicion de 1184,3 / 789,7 (confirmacion) y la energia de colision aplicada se establecio en 62,60 y 31,80 para
E1P47, respectivamente. Para P6-2 las energias de transicion se establecieron en 1083,0/995,5 (confirmacion) y
la energia de colision aplicada se establecid en 35,2 y 31,77 respectivamente. La sefial de E1P47 se obtuvo a 5,1

min y la de P6-2 a 2,2 minutos.

3.7.3. Preparacion de las muestras

Los patrones secundarios de P6-2 y E1P47 se prepararon a partir de soluciones madre. Para la deteccion por
HPLC UV-VIS de P6-2, la solucion madre fue de 0,22 mg/ ml y para la deteccion de E1P47 fue de 0,20 mg/ml.
Los patrones secundarios de P6-2 se prepararon en la matriz compuesta por ACN, Agua Milli-Q, ImM de DTT,
(60:40 v/v) en concentraciones de 27,5; 45; 55; 90; 110; 180 y 220 pg/ml. Los patrones secundarios de E1P47
se prepararon en la matriz (sobrenadante de las NPs blancas y ACN) a concentraciones de 12; 25; 50; 100; 150

and 200 pg/ml.
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Los patrones secundarios para deteccion por HPLC ESI-MS-MS de P6-2 fueron de 1, 3, 12, 25,50 and 100

pg/L y para la deteccion de E1P47, fueron de 1.5, 3, 6, 12, 25,50 and 100 ng/L.

La validacion de los métodos se llevd a cabo de acuerdo con las directrices de la Conferencia Internacional de

Harmonizacion (ICH) (144).

3.7.4. Linealidad y rango
La linealidad de las mediciones de P6-2 y E1P47 por HPLC UV-VIS, se evalud utilizando cinco curvas de

calibracion en el rango entre 27,5 a 220 pg/ml y entre el rango de 6 a 200 pg/ml respectivamente.

La linealidad de las mediciones de P6-2 por HPLC ESI-MS/MS, se evalud usando cuatro curvas en el rango de

1,0 a 100 pg/l. Para E1P47 se usaron seis curvas de calibracion en el rango entre 1,5 a 100 ng/ml.

Las curvas de calibracion se validaron graficando los valores de las medidas obtenidas del instrumento frente a
las correspondientes concentraciones de péptido. Con el ajuste de minimos cuadrados se evaluaron
estadisticamente los resultados de la linealidad mediante: una linea de regresion y la pendiente correspondiente,
intercepcion y coeficientes de regresion (7). Se calculé la ecuacién de regresion: y = bx + a, donde x es la
concentracion, (y) area de los picos cromatograficos, (b) es el valor de la pendiente en el intercepto. Ademas, la
linealidad de P6-2 por HPLC UV-VIS se evalud con la prueba de ANOVA, para HPLC ESI-MS/MS se realiz6
el test de Sperman r. La linealidad de E1P47 por HPLC UV-VIS y ESI-MS/MS se evalud con la prueba
Pearson. Estas pruebas comparan la relacion de areas de pico frente a la concentracion de cada patron. Las
diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando p < 0,05, el analisis de regresion y las
determinaciones matematicas fueron realizadas por el software Prism, V. 3,00 (GraphPad Software Inc., San

Diego, CA, EE.UU.).

3.7.5. Precisién y exactitud

Para determinar la precision y exactitud de P6-2, se utilizaron cinco curvas de calibracion y se evaluaron siete
niveles de concentracion para cada curva. Para E1P47 se utilizaron cinco curvas de calibracion y se evaluaron

cinco niveles de concentracion para cada curva.

La precision expresa el grado de dispersion entre una serie de mediciones. La precision se evalud y se expreso

como el coeficiente de variacion medio (CV%).

La exactitud del método analitico expresa la proximidad entre los resultados experimentales obtenidos y los

resultados reales de la muestra. La exactitud se obtuvo calculando la desviacion porcentual (% EE) de las
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concentraciones observadas (valor experimental) de la concentracion nominal (valores teéricos) de cada patron,
y se indica como porcentaje de recuperacion. El método se considerd preciso y exacto, si los intervalos de

confianza estan dentro de + 10%.

3.7.6. Sensibilidad

La sensibilidad del método se determind con respecto al limite de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion
(LOQ). LOD proporciona informacion sobre el nivel minimo en el que el péptido se detectd de manera fiable
mediante el analisis de muestras con concentraciones conocidas de P6-2 y E1P47. LOQ, establecio el nivel
minimo en el cual los péptidos se cuantificaron con precision y exactitud aceptables. Ambos parametros, LOD y
LOQ se determinaron sobre la base de la desviacion estandar de la respuesta y la pendiente de la curva de

calibracion usando la ecuacion 6 y 7 respectivamente.

LOD =33 — (Ecuacion 6)
LOQ =10 - %S (Ecuacion 7)

donde, DS es la desviacion estandar y m e la pendiente

3.8. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y MORFOLOGICA DE LAS GC-PLGA-NPS

3.8.1. Morfometria

El tamafio promedio (Z-Ave) y la distribuciéon poblacional (PI) se determinaron mediante el método de
espectroscopia de correlacion fotdnica que utiliza la dispersion dindmica de la luz a través de una suspension
(89). Con este método se pueden determinar los tamafios en un rango comprendido entre 0,6 nm a 4 um en un
tiempo de analisis corto y sin previa determinacion de la concentracion. El fundamento del método se describe

ampliamente en la introduccion de esta tesis.

Para determinar el Z-Ave y PI de las formulaciones disefiadas para este trabajo, se realizaron diluciones de 1:10
en agua Milli-Q. Antes de las mediciones se pre-establecio el valor de la viscosidad absoluta en 0,890 mPas y el
indice de refraccion en 1,332 como una funcion de la temperatura y composicion del solvente. Estos valores se
seleccionaron en base a las propiedades del agua pura, que es el medio acuoso en el que se hicieron las

diluciones. Todas las mediciones se realizaron por triplicado y a 25 °C .
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3.8.2. Carga superficial
La determinacion de la carga superficial o Zeta-potencial (ZP) de las formulaciones se utilizd, no sélo para
evaluar el potencial electrostatico en la doble capa eléctrica que rodea las NPs en suspension, sino que ademas

como un parametro para evaluar indirectamente la agregacion de las NPs.

Las mediciones del ZP de las formulaciones se llevaron a cabo en un Z-sizer Nano S y se sigui6 el

procedimiento que se describe a continuacion:

> Preparacion de la celda.

Se usaron celdas de policarbonato con electrodos chapados con oro (DTS1060). Las celdas se lavaron varias
veces con agua Milli-Q, seguido de etanol y finalmente nuevamente con agua Milli-Q. La solucion de lavado se
paso varias veces por cada entrada de la celda (1ml cada vez) para enjuagar bien el electrodo. Después de los
lavados, la celda se secé muy bien y se chequeo visualmente el buen estado de los electrodos (sin ralladuras ni

opacidades).

> Preparacion de la muestra

Se realizaron varias diluciones en agua Milli-Q, para determinar la concentracion ideal de particulas en funcion
de la dispersion de luz. Finalmente se selecciono la dilucion 1:20. Una vez hecha la dilucion, con una jeringa se
llenaron los habitaculos de la celda, verificando la ausencia de burbujas y que los electrodos estuvieran
sumergidos- Las lecturas se hicieron por triplicado a 25 °C después de un periodo de calibracion del equipo (2

minutos)

3.8.3. Caracterizacion morfologica por microscopia electrénica de transmision
La microscopia electronica de transmision (MET) es una técnica de formacion de imégenes en la que una
muestra es bombardeada con haz de electrones provocando que una version ampliada aparezca en una pantalla

fluorescente o capa de pelicula fotografica (145).

Para llevar a cabo los analisis por MET de las NPs se procedi6 de la siguiente manera:

Sobre un trozo de parafina se puso 10 ul de la suspension y 5 de gotas de 10 ul de acetato de uranilo.
Posteriormente se colocé sobre la suspension de NPs una rejilla de cobre de carbono y se dejo en contacto con la
suspension 3 minutos, estas rejillas tienen dos lados, un lado brillante y un lado opaco, el lado brillante se puso

en contacto con la suspensiéon. Una vez transcurrido el tiempo, se separd la rejilla de la suspension y se
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limpiaron los excesos con papel filtro, posteriormente se puso la rejilla por el lado brillante en contacto con la
primera gota del acetato de uranilo y se dejé por 3 minutos protegido de la luz, al terminar el tiempo se separd la
rejilla de la gota de acetato de uranilo y se limpiaron los excesos con papel de filtro. De la misma manera se
procedio con las demas gotas del colorante. Posteriormente la rejilla se puso en una camara de vacio. Una vez la
muestra estuvo seca y fijada, se introdujo la rejilla en el inyector de muestra del microscopio y se visualizd a

través de una pantalla.

3.8.4. Determinacion de la eficiencia de encapsulacion (EE %)

La concentracion de péptido encapsulado en las GC-PLGA-NPs se determind mediante RP-HPLC (146). La
cantidad de péptido libre se separd por centrifugacion en una ultracentrifuga Beckman a 15000 rpm durante 15
minutos 10 °C. Posteriormente, se hizo una dilucion de 1:10 del sobrenadante en una solucion de ACN/H,O.
Para la deteccion se utilizo un HPLC Waters Alliance 2695% acoplado a un detector diodo array Waters Alliance
2996" yuna columna Kromasil 100 C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm, Teknokroma) a un flujo de 1 ml/min. La
sefial de E1P47 se detectd a una longitud de onda de 265 nm y la de P6-2 se detectd a 280 nm. Se usaron como
eluyentes 95 % Agua (0,05 % TFA) fase A and 5 % ACN (0.05 % TFA) como fase B (95:5 v/v). La EE se

determind en base a la ecuacion 8

Cantidad total de péptido -Péptido libre
Cantidad total de péptido

EE (%) = -100  (Ecuacion 8)

3.8.5. Estudios de difraccion de rayos-X

Esta técnica descrita por Max von Laue (147), se basa en la interferencia optica que se produce cuando una
radiacion de rayos X monocromaticos atraviesa una rejilla de espesor comparable a la longitud de onda de la
radiacion. La interaccion de los rayos incidentes con la muestra producen una interferencia constructiva ( y un
rayo difractado) cuando las condiciones satisfacen la ley de Bragg (nA = 2d sin 0) , donde d es la distancia entre
los planos interatomicos que producen la difraccion. Esta ley relaciona la longitud de onda de la radiacion
electromagnética con el angulo de difraccion y la distancia entre celdas en una muestra cristalina. Estos rayos X
difractados son detectados y contados. Mediante el escaneo de la muestra en un angulo de 26, todas las posibles
direcciones de difraccion de la rejilla son alcanzadas debido a la orientacion aleatoria del material en polvo. Los
rayos X tienen longitudes de onda de Angstroms, del mismo orden que las distancias interatomicas de los

componentes de las redes cristalinas.
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Para realizar los estudios de difraccion de rayos X, una suspension de NPs fue centrifugada, el sobrenadante
descartado y el pellet se mantuvo en un desecador en condiciones de vacio. Posteriormente la muestra
intercalada entre peliculas de poliestireno de 3,6 um de grosor, y se expuso a una radiacion Cu Ka (45 kV, 40
mA, 1=1,5418 A ) en un rango de 26/0 desde 1 a 60°, 20 con un tamafio de paso de 0,026°2q, en un tiempo de

medicion de 196 segundos por paso.

Para realizar el ensayo se utilizé un difractdometro PANalytical X’Pert PRO MPD q/q para polvo de 240 mm de

radio, en una configuracion de haz convergente con un espejo focalizante y una geometria de transmision.

3.8.6. Estudios de espectroscopia infarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Esta técnica se basa en la medicion de las longitudes de onda y la intensidad de absorcion de la luz infrarroja de
una muestra (148). La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) se utilizo para estudiar la
interaccion entre los componentes de las NPsE1P47 (PLGA, PVA, Péptido y GC). Para ello, las muestras
solidas se depositaron directamente en un diamante. Los espectros se obtuvieron en un espectrofotometro IR

Nicolet 360 FTIR con accesorio smart iTR, en modo transmision, con una resolucion de 4 cm-1 y 64 scans.

3.8.7. Estudios de estabilidad a corto plazo

Para predecir la estabilidad fisica a corto plazo de las formulaciones desarrolladas se utilizo el TurbiScan"Lab
(Formulaction, L'Union, Francia), instrumento 6ptico basado en el analisis de dispersion multiple de la luz. Este
instrumento puede detectar fendmenos de desestabilizacion de emulsiones y dispersiones concentradas mucho

antes que el ojo del operador.

Los estudios se realizaron colocando la muestra en una celda cilindrica de vidrio, que se escaned completamente
por un cabezal de lectura. El escaneo se consiguio con una fuente de luz infrarroja cercana pulsada (A = 880 nm)
y dos detectores opticos sincronos. El detector de transmision (T) recibe la luz transmitida por la muestra (0° de
la radiacion incidente) y el detector de retrodispersion (BS) recibe la luz retrodispersada por la muestra (135° de
la radiacion incidente) (149). Como las formulaciones son de aspecto lechoso y opaco se utilizaron sélo los
perfiles de la luz retrodispersada o “Back Scattering” (BS) para evaluar la estabilidad fisicoquimica de las NPs.
El cabezal de lectura recogio los datos de BS cada 40 um durante 24 horas. Los datos obtenidos de la lectura se
representan mediante el perfil de luz retrodispersada, curva que muestra el porcentaje de BS en funcion de la
altura de la muestra en milimetros. Las adquisiciones se repitieron obteniendo una superposicion de muestras

como huellas dactilares, lo que demuestra estabilidad o inestabilidad de la muestra.
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3.8.8. Estudios de liberacién in vitro

La liberacion de un fairmaco desde un sistema nanoparticular asi como la degradacion del polimero durante el
proceso de liberacion son dos importantes factores que definen el éxito de una formulacion. El perfil de
liberacion de un farmaco depende de: (i) la solubilidad, (ii) la adsorcion o desorcion del farmaco a la superficie
de la nanoparticula, (iii) la difusioén del farmaco a través de la matriz polimérica, (iv) la degradacidén/erosion de
la matriz polimérica y (v) la combinacion de los procesos de degradacion del polimero y difusion del farmaco a

través de la matriz.

En el caso de las nanoesferas, cuando el farmaco se distribuye uniformemente en la matriz polimérica, la
liberacion ocurre por difusion o erosion de la matriz bajo condiciones “sink”. Si la difusion del farmaco es mas
rapida que la erosion de la matriz, se puede decir que la liberacion es controlada por un proceso de difusion.
Cuando al inicio del estudio se produce una liberacion rapida, se atribuye a que parte del farmaco se ha

adsorbido en la superficie de la particula.

Los métodos mas usados en los estudios de liberacion in vitro son: (i) difusion de lado a lado usando
membranas bioldgicas o células artificiales, (ii) difusién directa a través de bolsas de didlisis, (iii) difusion

indirecta a través de bolsas de dialisis, (iv) agitacion seguida por centrifugacion, (v) por ultrafiltracion.

Los ensayos de liberacion se llevan a cabo siempre bajo condiciones controladas de agitacion y centrifugado.
Debido a las dificultades técnicas relacionadas con la separacion de la NPs, la dialisis es el método preferente

(70).

Este método fue descrito por Levy et al (150), se basa en la dispersion directa de la suspension nanoparticular en

un medio de liberacion, en el que se cumplen las condiciones Sink.

En este proceso el sistema nanoparticular se encuentra separado del medio de liberacion por una membrana de
dialisis. El farmaco liberado se difundira del interior del saco de dialisis o a través de la membrana al medio en

favor del gradiente estableciéndose un rapido equilibrio.

Los estudios de liberacion de este trabajo se llevaron a cabo por el método de dialisis usando células de Franz de
vidrio ambar (FDC-400) de 18 mm de diametro. El montaje de la muestra se llevo a cabo de la misma forma
para los dos estudios. Se usaron membranas de dialisis (Iberlabo, Espafia) ( membranas de celulosa mW de corte

12000-14000 Da). Las membranas se hidrataron durante 24 horas en una soluciéon de metanol /agua (95:5) y
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posteriormente se lavaron con PBS pH 7,4. Las membranas hidratadas se pusieron entre el compartimento

donador y el compartimento receptor de las células de Franz.

En los estudios de liberacion in vitro de E1P47 se empled como medio receptor PBS 1M pH 7,4 y para P6-2 se
utilizé una solucion de (PBS pH 7,4/DTT 10mM). En ambos casos, el compartimento receptor se llend con 5 ml

del correspondiente medio receptor, estableciéndose el 4rea de difusion en 0,62 cm®.

Los ensayos se desarrollaron bajo condiciones controladas de temperatura (37 °C) y las condiciones del
experimento se mantuvieron durante 24 horas para E1P47 y 10 horas para P6-2. En intervalos de tiempo
especificos se tomaron 100 ul del medio receptor y se sustituyeron inmediatamente con una cantidad igual de

medio fresco. La determinacion de la cantidad de péptido en el medio receptor se realizaron mediante HPLC

ESI-MS/MS.

3.8.9. Analisis de aminoacidos

Este método se utiliza para determinar la cantidad de aminoacidos de muestras que contienen péptidos, proteinas
6 aminoacidos. Este método que se describid por primera vez en 1950 por Moore et al (151), involucra 3 pasos
importantes: (i) purificacion de la muestra, (ii) hidrdlisis y (iii) derivatizacion. En la fase de purificacion se
eliminan las sales de buffer, urea o detergentes que puedan interferir con la hidrdlisis y derivatizacion. En la
literatura se describen varios métodos de purificacion, entre los mas relevantes estan RP-HPLC, Zip-Tis (son
puntas de pipeta que contienen una pequefia capa de silica como las de las columnas de cromatografia),
electroforesis y en el caso de muestras bioldgicas se utiliza la precipitacion de proteinas interferentes con TFA,
acetona o metanol. En la fase de hidrolisis la muestra se disuelve en una solucioén de acido clorhidrico 6 M y se
somete a 110 °C bajo condiciones de vacio, por 16-24 horas, con este procedimiento se asegura la ruptura de los
enlaces peptidicos. En la tltima fase, la derivatizacion de los aminoacidos libres se puede hacer por diferentes
métodos, siendo el mas utilizado la derivatizacion AQC de pre-columna por tener una mayor sensibilidad. El A-
carbamato de N-hidroxisuccinimilo (AQC) reacciona con aminoacidos primarios y secundarios para formar
derivados de urea (AQC-aminoacidos) estables, asimétricos, que son altamente fluorescentes y facilmente

susceptibles de analisis por RP-HPLC.

En este estudio, se cuantifico la cantidad atrapada de P6-2 en las GC-PLGA-NPs mediante este método
siguiendo las pautas descritas por Cohen et al (152). Para la determinacion del contenido de aminoacidos en la
suspension nanoparticular se tomaron 30 ul de acido 1- amino-n-butirico (2,5 mM) y 1 ml of HCI 12 M se

adicionaron a 1 ml de la muestra (NPsP6-2 suspension que contenia 166 pg/ml de péptido). La hidrolisis se
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llevo a cabo a 110 °C durante 16 horas. Posteriormente, se adicionaron 10 ml de un patrén interno y luego se
diluy6 con agua hasta llegar a los 250 ml. Seguidamente, la solucion se pasé a través de un filtro de 0,20 pm.

Después, el acido fue evaporado y la muestra seca se disolvié en agua Milli-Q.

Para la derivatizacion, se adicionaron 70 pl de buffer borato a 10 ul de la muestra filtrada e hidrolizada y a 10 pl
del patron. Después, 20 pl del reactivo AccQ.Fluor previamente reconstituido (3 mg/ml en ACN) se adicionaron
a la muestra y el patron. Posteriormente, los viales que contenian la muestra y el patron se colocaron en un

bloque de calentamiento a 50°C, durante 10 minutos.

La separacion cromatografica se llevé a cabo en una columna Waters AccQ.Tag amino acid analysis Nova-
PakTM (3.9 mm X 150 mm, 4 pm) con un relleno de Nova-PakTM C 18, un caudal de 1.0 ml/min y un volumen
de inyeccion de 20 pl. La fase movil A consistio de AccQ.Tag (100 ml AccQ.Tag A concentrado + 1 L de agua

Milli-Q) y se usaron como fase mévil By C, ACN y agua Milli-Q respectivamente.

La reaccion de los aminoacidos con el 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato se detectaron a una
longitud de onda de 254 nm. Los analisis cuantitativos y cualitativos se basaron en los tiempos de retencion y el

método del patrén interno, respectivamente.

3.9. ENSAYOS DE CAPTACION CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUJO

El selector de células activado por fluorescencia (FACS) fue inventado por Bonner et al, a finales de los afios 60
y a principios de los afios 70 Beckton Dickinson introdujo comercialmente las primeras maquinas (153). La
citometria de flujo emplea una metodologia descriptiva y analitica para medir parametros celulares de manera

individual, célula a célula, pero con capacidad para obtenerlos de manera rapida (muchas células a la vez).

La citometria de flujo (FCM) utiliza los principios de la dispersion de la luz, la excitacion de la luz y la emision
de moléculas fliorcromas para generar datos multiparametros especificos de particulas y células en el rango de
tamafio de 1-40 pm de didmetro. Esta técnica se basa en medir caracteristicas de cada elemento particulado en

suspension (principalmente celular), cuando se le incide un rayo de luz.

Cuando la luz se dispersa hacia adelante, normalmente hasta 20° desviado del eje del rayo laser, se denomina
luz de dispersion frontal (forward scatter, FS). La intensidad del FS describe el tamafio de la célula y de la
particula. La luz que se dispersa en un angulo de 90° se le denomina luz de dispersion lateral (side-scatter, SS).
La intensidad SS proporciona informacion sobre el contenido granular dentro de una célula y una particula.

Ambos FS y SS son tnicos para cada célula y particula, y una combinacion de los dos se utiliza para diferenciar
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diferentes tipos de células en una muestra heterogénea. En la Figura 10, se muestra el grafico de puntos de un

patrén tipico de supervivencia / muerte celular (apoptosis).

Se sabe que el tamafio de las células en estado apoptotico disminuye (encogimiento de las células) y que
presentan mayor granularidad (foliculos esféricos nucleares (cuerpo apoptdtico) Por lo tanto, en las células

apoptoticas, la intensidad del FS disminuye y la intensidad de SS aumenta (154).

Células apoptoticas

o

SS

el Células vivas

Figura 10. Analisis por citometria de flujo de células vivas y células apoptoticas. (Adaptado de Ibuki et al.)
(150)
Mediante el uso de los parametros FS y SS se desarrollé un método para determinar la capacidad de captacion
celular de nanoparticulas. Cuando las particulas son captadas por las células, la intensidad SS aumenta y la
intensidad del FS no cambia. Esta evaluacion del potencial de captacion de NPs usando SS en FCM es una
herramienta util en el cribado inicial de la nanotoxicidad sin necesidad de realizar procedimientos de tincion o

marcacion celular (155).

Para esta tesis, se realizaron evaluaciones de la captacion de las NPsE1P47-FAM por células endoteliales HeLa.
Adicionalmente mediante un método sencillo se discrimino el porcentaje de las NPsE1P47-FAM adheridas a las

células de las NPs que fueron captadas por las células.

Para llevar a cabo este ensayo se utilizaron células HeLa-env (donadas por el Dr. Julia Blanco de la Fundacion
IRSICaixa), que expresa las proteinas de la envoltura del VIH-1 (gp4l y gpl120) e integra en su genoma el

promotor LTR (Long Terminal Repeats).
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Las células se sembraron en placas de 6 pozos a una densidad de 2-10° en DMEM con 10% de FBS, 100 pg/ml
de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. Los cultivos celulares fueron mantenidos a 37 °C y 5% de CO,.
Después, el medio se retird de las monocapas y las células se lavaron con PBS. Posteriormente, se adiciond a
cada pozo 1 ml de DMEM que contenia NPs 6 NPsEIP47-FAM a una concentracion de of 36 uM y se

incubaron durante 1, 2, 4, 6 y 24 horas a 37 °C in 5% CO,.

Al finalizar los tiempos de incubacion, las células se desprendieron de los discos de cultivo y se lavaron varias
veces con PBS para remover las NPs que no fueron captadas. Inmediatamente, se prepararon las suspensiones
celulares para realizar la citometria de flujo adicionando a las células 100 ul de Tripsina/EDTA-PBS. Los datos
se adquirieron usando el software InCite™ en el cual se registraron los eventos (10.000) dentro de las regiones

asignadas a las células HeLa-env.

Para discriminar entre NPsE1P47-FAM unidos de internalizados, se utilizo un ensayo con azul de tripano para
apagar la sefial de 5 (6)-FAM. El apagado de la sefial de 5 (6)-FAM se produce porque el azul de tripano
absorbe la luz emitida por NPsE1P47-FAM después de la excitacion. Sin embargo, la sefial 5(6)-FAM de las
NPsE1P47-FAM que se encuentran internalizadas no se apaga, ya que el colorante no puede pasar por la
membrana plasmatica. Por lo tanto, la fluorescencia que queda es la que resulta de las NPsE1P47-FAM
internalizadas, ya que el azul de tripano sélo extingue la fluorescencia de las NPsE1P47-FAM que estan

adheridas extracelularmente (156).

3.10. ESTUDIOS EX VIVO E IN VIVO

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

experimentacion (Decreto 214/97, Generalitat de Catalunya).

Para la realizacion de los estudio ex vivo se usaron las celdas de Franz. Este es un sistema de difusion
compuesto de una camara donadora y una camara receptora separadas ya sea por una membrana sintética o
biologica. Con este sistema se puede evaluar la difusion de moléculas biolégicamente activas desde un
compartimento a otro. En el compartimento donador se deposita la solucion de estudio que contiene el agente

activo y el compartimento receptor se llana del medio al cual el agente activo se difunde.

La realizacion de ensayos de permeacion en celdas de Franz debe cumplir con el control de parametros como la

temperatura, velocidad de agitacion, conservacion de la membrana y la estabilidad del medio receptor (157).
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3.10.1. Estudios ex vivo de penetracion y permeacion de NPsP6-2-FAM
Los ensayos de penetracion ex vivo se realizaron con mucosas vaginales de cerdo obtenidas de la Unidad de
experimentacion de Bellvitge (Universidad de Barcelona). La mucosas se criopreservaron y se mantuvieron a -

80 °C de acuerdo con el protocolo descrito por Amores et al (158).

Para evaluar tanto la tasa de penetracion como la permeacion de NPsP6-2 se cortaron discos de mucosa
vaginales de aproximadamente 1 cm” y se pusieron entre el compartimento donador y el receptor de las celdas

de Franz y sujetando ambos compartimentos con una abrazadera. El area de difusion disponible fue de 0,62 cm®.

Al compartimento donador se adiciond 1 ml de la suspension NPsP6-2-FAM o de NPsP6-2 y el compartimento
receptor se lleno con 5 ml de una mezcla del medio receptor (PBS 10mM + DTT 10mM) y Transcutol® (50:50)
(v/v), para asegurar la solubilidad del péptido. Cada experimento se llevd a cabo por triplicado con agitacion

constante 300 rpm a 37°C = 1°C. Los ensayos se llevaron a cabo por 5 horas.

Las NPsP6-2 se usaron para evaluar la permeacion. A intervalos de tiempo determinados (cada hora) se tomaron
muestras de 300 ul del medio receptor e inmediatamente se remplazaron con medio fresco. Las cantidades de
P6-2 permeado fueron cuantificadas usando el mismo protocolo descrito para la cuantificacion de péptido en los
estudios de liberacion in vitro. El coeficiente de permeabilidad aparente (Papp cm-s”) a través de la mucosa fue

determinado usando la siguiente ecuacion:

Popp = (A—Q) — (Ecuacion 9)

At)  A-Cy-60

donde: Q es la cantidad total de péptido permeado a tiempo t, AQ/At es la pendiente de la parte lineal de la recta
obtenida de la regresion lineal para la cantidad de péptido permeado a tiempo t, A es el area expuesta y CO es la

concentracion inicial de péptido.

Las comparaciones estadisticas entre las muestras se realizaron usando un test ANOVA de una via y una prueba

de Kruskal-Wallis. Las diferencias se consideraron significativas cuando p<0.05.

También se determind la cantidad retenida de P6-2 de los ensayos de permeacion. Para esto, al final del
experimento se removieron las mucosas y se lavaron con PBS. Posteriormente, las areas que estuvieron en
contacto con las NPs se cortaron y se pesaron. La cantidad de P6-2 retenida en las mucosas se extrajo con una

mezcla del medio receptor y ACN (80:20) con sonicaciéon en un bafio de ultrasonidos en frio durante 20
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minutos. La cantidad de P6-2 se cuantifico por LC ES-MS utilizando el protocolo descrito en los estudios de

. ., 2 . . .,
liberacion y se expreso en pg /g-cm” de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Q= (£2) /062  (Ecuacion 10)

Px

Donde: Q, es la cantidad de P6-2 retenida después del ensayo de permeacion a través de un area de 0.62 cm™.

Ex, es la cantidad de P6-2 extraida. Px es el peso de cada mucosa.

Para evaluar la tasa de penetracion, los tejidos vaginales fueron removidos al finalizar el tiempo de los ensayos.
Posteriormente fueron inmersos en paraformaldehido 4% en PBS pH 7.4 (PFA) durante 24 horas. Al siguiente
dia, las mucosas fueron sumergidas en una solucion de sacarosa al 30 % durante 5 horas y, posteriormente
sumergidas con OCT Tissue-Tek® para construir los bloques. Finalmente los bloques fueron sumergidos en

nitrogeno liquido y almacenados a -80 °C.

Una vez construidos los bloques, se hicieron cortes perpendiculares a la muestra de 25 pm usando un criostato

(Leica CM 1510, Leica Microsystems) a 20 °C.

Los cortes se dispusieron en laminas portaobjetos y se sumergieron durante 1 hora en PBS pH 7,4 para eliminar

los restos de OCT. Después se tifieron los nucleos celulares con una soluciéon de DRAQS en PBS (1:2000).

Los cortes se analizaron con un microscopio confocal de barrido laser (TCS-SL-Leica Microsystems), usando
una Ae: 488 nm para la visualizacion de las NPsP6-2-FAM. Las imagenes adquiridas se procesaron mediante el

software IMAGE-J.

3.10.2. Estudios in vivo de penetracion y toxicidad de las NPsP6-2-FAM

Para llevar a cabo estos experimentos se utilizaron cuatro cerdos hembra de 25 kg para cada uno de los ensayos,
de acuerdo con los principios de Reduccion, Refinamiento y Reemplazo animal (3R) (159). Antes de los
experimentos los animales se anestesiaron. Para depositar las NPsP6-2-FAM en el conducto vaginal, 1 ml de la
suspension (0,3 mg/ml) fue instilada dentro del orificio vaginal a tres animales con ayuda de una pipeta plastica
de Pasteur. El cuarto animal sirvié de control y se le instilo agua en lugar de la suspension. Después de 5 horas,
los animales fueron sacrificados usando para ello una sobredosis de anestesia, inmediatamente, mediante
escision quirurgica, se extrajeron las vaginas de los cerdos. Una vez extraidas las vaginas, se realizaron cortes

para evaluar tanto la toxicidad como la penetracion.
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Para evaluar la penetracion se realizé el mismo protocolo descrito anteriormente. Para evaluar la toxicidad, se
realizd una técnica histologica convencional, este método es el mas utilizado para el tratamiento de tejidos el
cual consiste en la transformacion de una muestra en delgados cortes teflidos que faciliten su observacion a

través de un microscopio de luz.

Para realizar los estudios histologicos las mucosas se cortaron en piezas de aproximadamente 1 cm?,
posteriormente fueron fijadas en paraformaldehido al 4% durante 24 horas. Se llevé a cabo el protocolo descrito

en la Tabla 9.

Para la evaluacion de los resultados se disefio un estudio ciego en el cual participaron dos especialistas en
morfologia. Se consideraron 3 caracteristicas: (i) La calidad de la tincion nuclear, (ii) la calidad de la tincion del
citoplasma, (iii) calidad general del corte histologico considerando rasgos especificos como la presencia de
fisuras, fragilidad tisular y homogeneidad de la tincion. Para éstos parametros se asignaron valores en una escala
del 1-10, donde 1-2 corresponden a muestras de muy mala calidad, 3-4 mala calidad, 5-6 calidad regular, 7-8
buena calidad, 9-10 excelente calidad. La evaluacion de la toxicidad se llevo a cabo solo con aquellas que se
categorizaron como muestras de excelente calidad. La condicién morfologica de la mucosa vaginal fue
examinada en 20 laminas diferentes, usando un microscopio de luz transmitida (microscopia de fluorescencia

Epi, NIKON).
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Tabla 9. Protocolo de procesamiento de tejidos por histologia convencional

Tiempo Tipo de Fijador/Compuesto
2 dias PBS pH 7.4
1 dia Sacarosa al 15%
3 dias Etanol al 50%
1 semana Etanol al 70 %
3 horas Etanol absoluto
1 hora Xilol
12 horas Parafina I
3 horas Parafina I1
Confeccion del bloque
Cortes con micrétomo (4um)
Tincidon hematoxilina /Eosina

3.10.3 Estudios de permeacion ex vivo e in vivo de NPsE1P47
Para realizar los estudios de permeacion ex vivo de NPs E1P47, se siguié el mismo protocolo descrito en el
apartado 3.10.1 cambiando el medio receptor por PBS 1M y Transcutol P* 80:20 (v/v). El estudio se hizo

durante 6 horas bajo las condiciones ya descritas.

Para realizar los estudios de permeacion in vivo se usaron 4 cerdos hembra de 25 kg y se siguid el procedimiento
ya descrito en la seccion 3.10.2. La formulacion de NPsE1P47 se instilo en el tracto vaginal de dos animales, al
tercer animal se le instild el péptido E1P47 no formulado y el cuarto animal fue usado como control. Al animal
control se le instil6 el vehiculo en el cual se disolvio el péptido no formulado (Soluciéon de DMSO al 0,1%).
Después de 4 horas, los animales fueron sacrificados y las vaginas se extrajeron mediante procedimiento
quirurgico para asegurar la viabilidad de las mismas. Cada vagina fue identificada de acuerdo con el tipo de
formulacion aplicada. Posteriormente, las vaginas se cortaron en trozos de igual tamafio y se pesaron.
Posteriormente se procedio a la extraccién y determinacion de la cantidad de E1P47 formulado y no formulado

retenido en la mucosa.

Para evaluar con mayor exactitud la cantidad de péptido retenido, se determiné el porcentaje de recuperacion

(R). Para esto, un fragmento de mucosa no tratada se pes6 e incubd durante 6 horas a 37 °C con una solucion
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que contenia 100 pg/ml of E1P47. Al finalizar el tiempo de incubacidn, la solucion restante fue reservada para
determinar la cantidad de péptido. El péptido que se difundié dentro de la mucosa fue extraido usando una
mezcla de Transcutol/PBS 1M, y la cantidad de péptido se determind mediante HPLC MS-MS, método validado
descrito en el apartado de 3.7. El porcentaje de recuperacion fue calculado usando la siguiente ecuacion.

9

m
R = ﬁ (Ecuacién 11)
my
Donde @, es la cantidad de péptido extraido de la mucosa, m,y m; son los pesos de la mucosa al final y al
inicio del experimento, respectivamente; C; y C, son las concentracion inicial de péptido (100 pg/ml) y final,

respectivamente. Los experimentos se realizaron por triplicado.

3.11. ANALISIS ESTADISTICOS

Todos los datos se presentaron como (media + SD.). Para la comparacion de varios grupos, se realizo la prueba
de Anova para analizar las diferencias significativas (p <0,05) entre los grupos, seguido de un analisis Kruskal-
Wallis. Los estudios histoldgicos y confocal adquiridos mediante el uso de un programa especifico (Image J). El

programa SPSS para Windows IBM21 se utilizo para el procesamiento de todos los resultados.

80






4. RESULTADOS Y DISCUSION






4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. SINTESIS, PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LOS PEPTIDOS P6-2 Y E1P47

En estudios realizados por nuestro grupo se ha demostrado que péptidos derivados de las glicoproteinas de
fusion E1 y E2 del GBV-C, inhiben la entrada y fusion del VIH-1 a las células susceptibles de ser infectadas
(66,160-162). De los estudios realizados, dos péptidos destacan por su potente actividad inhibitoria. Uno de
ellos, el péptido P6-2 derivado de la proteina E2 ha demostrado que inhibe la fusiéon de varios subtipos del
VIH-1, principalmente aquellos con tropismo X4. P6-2 es una secuencia peptidica derivada del extremo N-
terminal, especificamente abarca la region que va desde el aa 45 al aa 64 (Tabla 10). P6-2 fue descrito
inicialmente por el grupo de Eissmann (53), y se ha utilizado en el desarrollo de algunos trabajos de nuestro
grupo (163). Una de las principales caracteristicas de P6-2 es la presencia de tres residuos de cisteina en su
estructura, estratégicamente ubicados y que pueden estar relacionados con la formacion de dimeros
intermoleculares, de oligdbmeros o en la formacion de péptidos ciclicos. Ademas, los autores sugieren que estas
transformaciones estructurales, pueden ser un pre-requisito para los mecanismos de supresion del VIH mediados
por P6-2. El mecanismo de inhibicion no es completamente conocido, pero de acuerdo con los hallazgos de los
autores, se sugiere que P6-2 interactia con la region del bucle disulfuro en las proteinas gp41 y bloquea la

fusion del VIH a las células.

La otra secuencia peptidica, de relevante importancia por su potente actividad anti-VIH, fue recientemente
descrita por nuestro grupo y se trata de un derivado de la proteina E1 del GBV-C (67). Este péptido que
representa la region que va desde el aa 139 al aa 156 de la proteina E1, ha demostrado una actividad inhibitoria
del orden uM, comparable con la del péptido VIR576. Los resultados obtenidos de los ensayos de inhibicion
sugieren que E1P47 interactia con un dominio altamente conservado en el extremo N-terminal de la proteina

gp41, conocido como péptido de fusion (Tabla 10).

Tabla 10. Estructura primaria de las secuencias peptidicas derivadas de la proteina E1 y E2 del GBV-C

Péptido derivado del GBV-C Secuencia
P6-2 LCDCPNGPWVWVPAFCQAVG
E1P47 WILEYLWKVPFDFWRGVI
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Las dos secuencias peptidicas descritas, se usaron para la presente tesis doctoral, para incorporarlos en GC-
PLGA-NPs y evaluar su perfil de liberacion y de difusién a través de mucosas vaginales. Para realizar esta
trabajo, los dos péptidos fueron sintetizados utilizando el método de SPPS, estrategia Fmoc. El grupo Fmoc
tiene como principal ventaja, que es facilmente eliminado en presencia de bases fuertes como la piperidina, sin
afectar la union de la secuencia a la resina. La remocion del grupo Fmoc es una reaccion tipica de acido-base en
la cual la piperidina actia como base sobre el proton mas labil del grupo, liberando de manera espontanea CO, y

provocando la formacion de un aducto, quedando el grupo amino libre para la formacion del enlace peptidico.

La sintesis, se realiza desde el extremo C-terminal al N-Terminal, de tal manera que el primer aminoacido
acoplado corresponde al Gltimo aminoacido de la secuencia. Posterior a la desproteccion del grupo amino, se
realiza el acoplamiento del siguiente aminoacido mediante la formacién de un enlace peptidico, que se produce
como resultado del ataque nucleofilico de la amina al éster activo, formado tras la reaccion entre el grupo

carboxilo y los activadores HATU y DIEA.

La derivatizacion de los péptidos se llevo a cabo con 5(6) carboxifluoresceina como se describiéo en los
materiales y métodos. A continuacion, los péptidos se desanclaron de la resina y los grupos protectores fueron
removidos en la misma reaccion, liberandose al medio como carbocationes que finalmente son atrapados por
“scavengers” como el triisopropilsilano (TIS). El resultado obtenido fueron dos péptidos lineales y sus

respectivas secuencias fluorescentemente derivatizadas.

Cada péptido fue caracterizado utilizando HPLC a escala analitica como se describié en materiales y métodos.
Se realizaron analisis de UPLC, ES-MS y MALDI-TOF para determinar de forma inequivoca las secuencias

peptidicas sintetizadas.

La purificacion de los péptidos se llevo a cabo mediante cromatografia liquida de alta resolucion HPLC a escala
semipreparativa. Los crudos peptidicos fueron eluidos en un gradiente de 80 % a 20% ACN-H,O en 25 minutos
a un flujo de 3 ml/min. Los péptidos purificados y caracterizados por ES-MS se muestran en las Figuras 11 (P6-
2) y 12 (E1P47). Como se puede observar, la separacion cromatografica fue efectiva alcanzando una pureza

mayor del 95 %.
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Figura 11 (a) Espectro de masas de masas del péptido purificado, masa calculada: 2166 Da. (b) Espectro del
HPLC analitico de P6-2
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Figura 12. (a) Espectro de masas de E1P47 purificado, masa calculada: 2369 Da (b) Espectro del HPLC
analitico de E1P47

Teniendo en cuenta, la relacion masa/carga (m/z) obtenida de la ionizacion de los péptidos P6-2 y E1P47 se
calculd el Mw experimental, el cual coincidié con el Mw tedrico calculado a partir de la herramienta informatica
ExPASy (Tabla 11). De igual manera, el Mw de los péptidos derivatizados con 5(6)-FAM, se obtuvieron a partir
de los fragmentos de los iones de P6-2 y E1P47 y el Mw de la sonda. Los Mw tedricos y experimentales se
muestran en la Tabla 11 y el espectro de ES-MS de P6-2-FAM y de MALDI-TOF de E1P47-FAM se pueden

observar en las Figuras 13 y 14 respectivamente.
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Tabla 11. Caracterizacion de las secuencias peptidicas sintetizadas y sus respectivos derivatizados

Secuencia Peptidica [M+H] resr [M+H'] gxp”
P6-2 2162,53 2166,00
E1P47 2367,82 2369,10
P6-2-FAM 2523,32 2522,06
E1P47-FAM 2726,14 272531

* Mw calculado a partir de la herramienta informatica ExPASy (http://www.expasy.org/tools/)
® Mw calculado obtenido de ES-MS y MALDI -TOF
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Figura 13. Espectro de masas de P6-2-FAM, masa calculada 2522.06 Da
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Figura 14. Espectro de MALDI-TOF de E1P47-FAM
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4.2. VALIDACION DE LOS METODOS ANALITICOS
4.2.1. Validacién de HPLC UV-VIS para P6-2
La linealidad se evalué mediante el analisis de la regresion lineal de la relacion entre el area del pico y la

concentracion nominal de las soluciones patron de cinco rectas de calibrado (Tabla 12)

Tabla 12. Regresion lineal de HPLC UV-VIS para P6-2

Valores del mejor ajuste Valores + SE
Pendiente 6141 + 18,23
Intercepto-Y -14418 + 2252
Intercepto-X 2,348
1/Pendiente 0,0001628

Intervalos de confianza (95%)

Pendiente 6094 to 6188
Intercepto-Y -20206 to -8630
Intercepto-X 1,414 to 3,269

R’ 1
Valor de P <0,0001
Desviacion de cero? Significant
Ecuacion Y =6141*X - 14418

De acuerdo con los resultados obtenidos del analisis de varianza ANOVA de una via, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre las cinco rectas patron, esto fue indicativo de que el método fue
lineal dentro del rango de concentraciones analizadas (p =0,5958). La ecuacion obtenida de los analisis de las

rectas patron estudiadas se presenta en la Tabla 13.

De acuerdo con la pendiente y la ordenada en el origen, definidos por la ecuacion lineal, el limite de deteccion
(LOD) para P6-2 se establecio en 6,80 + 4,36 pg/ml y el limite de cuantificacion se establecié en 20,62 = 11,73

pg/ml
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La precision se expresdé como el porcentaje de coeficiente de variacion (% CV). Todos los valores obtenidos
para las siete concentraciones de P6-2 fueron inferiores al 5% (Tabla 13). La exactitud del método analitico se
evaluo calculando el porcentaje de recuperacion de las cantidades conocidas de P6-2 en siete concentraciones
diferentes. El porcentaje de recuperacion global fue de 100,17 = 0,84. Los resultados muestran una estrecha
correlacion entre los valores experimentales y tedricos, por lo cual el método se considerd exacto y preciso, en

el rango completo del estudio.

Tabla 13. Determinacion de la precision y exactitud de HPLC UV-VIS para P6-2

Con. Tedrica Conc. Exper. Desv St Coeficiente % % n
pg/ml pg/ml +SD de variaciéon EE Recuperacion
(% CV)
220 220,25 5,67 2,57 -0,11 100,11 5
180 180,11 7,06 3,91 -0,06 100,06 5
110 109,99 3,84 3,49 0,01 99,99 5
90 88,91 4,35 4,89 1,21 98,79 5
55 54,98 2,19 3,98 0,04 99,96 5
45 45,32 2,16 4,76 -0,72 100,72 5
27,5 27,94 1,57 2,04 -1,60 101,60 5

Los resultados de la validacion confirmaron que el método analitico HPLC UV-VIS es especifico, lineal, exacto

y preciso para la cuantificacién de P6-2.

4.2.2. Validaciéon de HPLC UV-VIS para E1P47

Los resultados obtenidos de la regresion lineal realizada para determinar la linealidad del método para la

deteccion y cuantificacion de E1P47 se muestran en la Tabla 14.

El +* fue mayor que 0,998 y de acuerdo con los resultados de la prueba de Pearson, el método analitico ha

demostrado ser lineal p < 0,005.

Con respecto a los limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ), estos se establecieron en

2,07+ 0,90 pg/mly 21,38 £16,72 pg/ml, respectivamente.
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Tabla 14. Regresion lineal de HPLC UV-VIS para E1P47

Parametros de la Regresién Lineal

Valores + SE

Valores con el mejor ajuste

Intercepto-Y
Intercepto-X

Pendiente 4691 + 29,41
Ordenada-Y -6852 £ 3060
Intercepto-X 1,461

1/Pendiente 0,0002132

Intervalos de Confianza (95%)
Pendiente 4616 to 4767

-14718 to 1014
-0,2189 to 3,101

RZ
Valor de P
Desviacion de cero

0,9998
<0.0001
Significativo

Ecuaciéon

Y =4691*X - 6852

Los analisis de precision se expresaron mediante los correspondientes valores de CV %. La Tabla 15 resume

todos los resultados de precision de las seis soluciones estandar de E1P47. Los valores de CV de las soluciones

patron E1P47 fueron inferiores al 5%. La exactitud de los métodos analiticos se evalué calculando el porcentaje

de las cantidades conocidas del E1P47 en seis concentraciones diferentes. El porcentaje de recuperacion global

fue de 99,54 + 0,96. Los resultados de precision demostraron que ambos métodos son precisos, mostrando un

estrecha relacion entre los valores experimentales y tedricos.

Tabla 15. Determinacion de la Precision y Exactitud de HPLC UV-VIS para E1P47

mow e N weeo  Gal
201,09 2,97 1,48 -0,55 100,55 6
149,91 2,48 1,66 0,06 99,94 6
98,09 3,76 3,80 1,91 98,09 6
49,51 2,40 4,84 0,98 99,02 6
25,13 0,40 1,59 -0,50 100,50 6
11,90 0,22 1,84 0,86 99,14 6

Los resultados de la validacion confirmaron que el método analitico HPLC UV-VIS es especifico, lineal, exacto

y preciso para la cuantificacion de P6-2.
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4.2.3. Validaciéon de HPLC ESI-MS/MS para P6-2

Los resultados obtenidos de la regresion lineal de HPLC-ESI MS-MS, demostraron que el método fue lineal en
el rango de 1,0 - 100 pg/l con un coeficiente de correlacion de 0,999 (Tabla 16). Un run test determiné la
linealidad del método y los valores demostraron que no hay diferencias significativas entre las medias Spearman

r confirma la correlacion lineal entre datos

Tabla 16. Regresion lineal de HPLC-ESI MS-MS para P6-2

Variables
Pendiente 1131 £ 15,35
Ordenada-Y 4370 £ 669.7
Intercepto-X -3,862
1/Pendiente 0,0008839
Intervalos de Confianza (95%)
Pendiente 1092 to 1171
Intercepto-Y 2648 to 6091
r? 0,9991
valor P <0,0001
Desviacién de cero Significante
Spearman r 1
Exact or approximate P value? Exact
Es la correlacion significante (alfa=0,05) Yes
Valor de P (runs test) 1
Significativamente no lineal No

De acuerdo con los resultados obtenidos de la pendiente y la desviacion estandar, el limite de deteccion para P6-
2 detectado a través de HPLC ESI-MS/MS se establecio en 2,09 + 0,53 pg/l y el limite de cuantificacion se

establecio en 6,32 + 1,60 pg/l.

Los valores de coeficiente de variacion (CV %) estuvieron por encima del 10% (Tabla 17), lo que se atribuy6 a
las dificultades encontradas durante la deteccion de cantidades pequefias de P6-2, sin embargo, la exactitud
represento el porcentaje de recuperacion global de 100,9 = 16,78. Esto demuestra que a pesar que en las
detecciones de concentraciones pequeias de péptido fue variable, el porcentaje de recuperacion del 100 %

determina que el método es exacto, lineal y sensible.
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Tabla 17. Determinacion de la Precision y Exactitud de HPLC ESI-MS/MS para P6-2

Con. Teoérica Conc. Exper. Desv St Coeficiente de % EE % Recuperaciéon  n
pug/ml pg/ml (= SD) variacion
(% CV)

1 1,43 0,244 17,02 143,38 1434 4

3 3,20 0,499 15,60 -6,51 106,5 4

6 6,49 0,445 6,86 -8,14 108,1 4

12 11,17 0,412 3,68 6,89 93,1 4

25 25,93 0,852 3,28 3,71 103,7 4

50 47,91 0,633 132 4,18 95,8 4

100 100,87 0,288 0,29 0,87 100,9 4

4.2.4. Validaciéon de HPLC ESI-MS/MS para E1P47

La linealidad de HPLC ESI-MS/MS para E1P47 evaluada mediante la regresion lineal de siete curvas de
calibracion de seis patrones. Los resultados se muestran en la Tabla 18. De acuerdo con el coeficiente de
correlacion >0,99 y el test de Pearson, los resultados demostraron que el método es lineal en todo el rango de

concentraciones estudiadas y correlativo p < 0,005.

Con respecto a los limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ) se establecieron en 2,53+0.91 y 6,83 =

3,17 ng/ml.

El valor del CV de las soluciones patron E1P47 para HPLC ESI-MS/MS fueron < 6. El porcentaje de
recuperacion global fue de 102,05 + 3,2 (Tabla 19). Los resultados de precision y exactitud demostraron que el

método es preciso y exacto, mostrando un estrecha relacion entre los valores experimentales y teoricos.

Los resultados de la validacion demuestran que el método analitico de HPLC ESI-MS/MS es lineal, preciso,
exacto y sensible y adecuado para determinar la cantidad de péptido en muestras de diferentes origenes, tanto in

Vitro, ex vivo cOomo in vivo
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Tabla 18. Regresion lineal de HPLC ESI-MS/MS para E1P47

Parametros de la Regresion Lineal

Valores+ SE

Mejor ajuste

Intercepto-Y
Intercepto-X

Pendiente 24851 +389,5
Ordenada-Y 30527 £ 16988
Intercepto-X -1,228

1/Pendiente 0,00004024

Intervalos de confianza (95%)
Pendiente 23850 to 25852

-13141 to 74195
-3,068 to 0,5154

r
Intervalos de Confianza 95%

Significante (alfa = 0,05)

R 0,9988
Ecuacion Y =24851*X + 30527
Pearson r

0,9994
0,9958 to 0,9999

si

Tabla 19. Determinacion de la Precision y Exactitud de HPLC ESI-MS/MS E1P47

Conc. Teoérica Conc. Exper Precision N Exactitud
ng/ml ng/ml =S v BE¥ (100-ER)
1,5 175 027 1542 -1655 11655 6
3,0 3.00 0.44 14,20 23,00 10300 6
6,0
6.12 0.43 7.02 2,07 10207 6
12 1132 0.47 415 5.64 9436 6
25 23.57 0.20 0.48 5.73 9427 6
50 52.44 1.91 3.64 4,89 10489 6
100 99.20 0.91 0.91 0.80 99.20 6
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4.3. DISENO DE LAS GC-PLGA-NPS

El disefio de las GC-PLGA-NPs se dividid en 3 etapas: la primera fue la optimizacion del método y la
formulacion, la segunda etapa fue la caracterizacion fisicoquimica y morfologica y la tercera etapa se centr6 en

los estudios in vitro.

La doble emulsion y evaporacion fue el método elegido para la fabricacion de las GC-PLGA-NPs cargadas con
los péptidos inhibidores P6-2, P6-FAM, E1P47, E1P47-FAM. Este método, aunque es relativamente suave para
la encapsulacion de péptidos, algunos de los procesos y factores como la sonicacion y el uso de solventes

organicos pueden provocar la ruptura y deteriorar la bioactividad del péptido.

Previo al desarrollo del disefio factorial, se seleccionaron los parametros para obtener una formulacion dptima.
Se variaron parametros como son el porcentaje de surfactante, la composicion de la fase interna acuosa (FIA) y

el volumen de la fase continua hasta obtener NPs con una eficiencia de encapsulaciéon superior al 50%.

En los ensayos iniciales se vari6 las concentraciones del surfactante PVA (1-3 %); los valores por debajo del 2%
mostraron encapsulaciones deficientes (< al 10%), sin embargo por encima del 2 % hubo un incremento

significativo en la encapsulacion, por lo que la formulacion inicial se trabajo con el 2,5 % de PVA.

El volumen de la fase continua fue otro factor importante en la encapsulacion. En el proceso de fabricacién por
W/O/W, la doble emulsion se formo tras la dispersion de la primera emulsion en agua con un surfactante
hidrofilico capaz de estabilizar la fase oleosa en el agua. En principio, este sistema es metaestable y el agua de la
FIA, eventualmente se puede escapar a la fase continua, otorgandole a la doble emulsion una mayor estabilidad.
Esto puede ocurrir por dos mecanismos, uno de ellos es por la ya descrita, difusion de las gotas de agua de la
FIA a través de la fase oleosa; y el otro mecanismo es por coalescencia, en el cual las gotas de agua de la FIA se
combinan para formar gotas grandes. En cualquiera de los dos casos, el compuesto disuelto en la FIA puede
escaparse. Para evitar estos posibles inconvenientes, se realizéo una modificacion al método reportado por Silva
et al (146). Los autores utilizaron una fase continua con un volumen grande (25 ml) y 0,3 % de PVA; para el
presente estudio estos valores representaron la pérdida de casi la totalidad del péptido afiadido a la FIA. Esto se
atribuyo a que el PVA presente en la fase continua, penetra en la fase oleosa y reemplaza parte del surfactante
que se encuentra en la interfase entre las gotas agua-aceite. Esto favorece cambios en la interfase de la gota de
agua que esta en contacto con la interfase de la fase oleosa, provocando la apertura y la repentina liberacion del
contenido a la fase continua (164). Para evitar este inconveniente, la segunda emulsion (w/o/w) se llevo a cabo

empleando una solucion acuosa que contenia 2,5 % de PVA, que a su vez se us6 como fase continua, evitando

94



4. RESULTADOS Y DISCUSION

la utilizacion de diferentes tensoactivos. Ademas la cantidad de agua usada en la fase continua fue suficiente
para formar la doble emulsion y favorecer la evaporacion del solvente y formacion de las NPs, sin provocar

coalescencia entre ellas y como consecuencia, inestabilidad.

Otro parametro importante en la optimizacion de este método fue la composicion de la FIA. Este factor fue
investigado para la disolucion de los péptidos. Los factores que se tuvieron en cuenta fueron el volumen y la
concentracion de sales. Debido a la naturaleza anfipatica de los péptidos del estudio, para su disolucion se uso
ACN y Hepes. La concentracion de hepes vario entre 20 mM y 50 mM, mostrando tasas de encapsulacion
diferentes. Las NPs preparadas con una FIA que contenia 20 mM, tuvieron una eficiencia de encapsulacion por
debajo de lo esperado (entre 5 y 10 %), mientras que aquellas que contenian 50 mM, el porcentaje de
encapsulacion se incrementd hasta un 50%. Este fenomeno fue atribuido a que altas concentraciones de sales
provocan la deshidratacion de las moléculas de surfactante que estan adsorbidas en la interfase, produciendo un
incremento en el tamafio de la gota de agua interna y en el grosor de la membrana oleosa. Este efecto impide la
ruptura de la membrana incrementando asi la encapsulacion. Mientras que a concentraciones bajas de sales, la
membrana oleosa se hace mas delgada y su ruptura es inminente, liberdndose el contenido (165). En la Figura

15 se muestra un esquema de la doble emulsion.

FIA wW/0 W/0/W
Péptido
@ Hepes/ACN
Fase oleosa

Figura 15. Esquema de la doble emulsion W/O/W

Otro parametro estudiado fue la mucoadhesividad. En estudios en los que se han utilizado NPs poliméricas para
la liberacion de farmacos antirretrovirales a través de la mucosa vaginal, la mucoadhesividad de las NPs ha
tenido un importante impacto en la captacion, penetracion y adhesion al epitelio. Neves et al (130), demostraron
la captacion por diferentes lineas celulares relevantes para la liberacion vaginal y la transmision del VIH, de
NPs poliméricas de Dapivirine, un inhibidor de la transcriptasa reversa. Los resultados demostraron que estas
NPs, con una carga superficial negativa, podian ser captadas por las células, restringiendo su localizacion al
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citoplasma. Meng et al (133), encapsularon este mismo antirretroviral en NPs de Chitosan y evaluaron la
mucoadhesividad y la citotoxicidad. Particularmente, estas NPs que tenian una carga superficial positiva debido
a la presencia de grupos aminos débiles que son protonados en medio acido, demostraron tener propiedades de
mucoadhesividad, debido a la atraccion electrostatica entre los grupos amino del Chitosan presente en la
superficie de las NPs y los grupos de acido salicilico de la mucina. También reportaron que el Chitosan no

dafiaba la membrana celular y por lo tanto, se considera un polimero seguro y no citotoxico.

Para alcanzar el objetivo de este estudio, las NPs ademas de cumplir con las condiciones de Z-Ave y EE, deben
ser mucoadherentes y bioldgicamente seguras, por tal motivo se utilizé Glycol Chitosan (GC) para recubrir las
NPs de PLGA. El GC es un derivado del Chitosan que tiene una solubilidad en agua y una penetrabilidad

mejoradas (166). La Figura 16 muestra la estructura del GC

o NH,
OH

oL NH,
O

- nNn
OH

OH NH;

Figura 16. Estructura del GC

Para el recubrimiento de las NPs de PLGA, el GC fue disuelto en la fase externa acuosa, la cual estaba
compuesta por agua acida (pH 4,2) y PVA 2,5%, con el fin de solubilizar el polimero y proporcionar una carga

positiva a las NPs.

4.3.1. Diseiio factorial

Una vez fueron seleccionados los factores, que se han indicado anteriormente, se llevo a cabo el disefio factorial

para optimizar la formulacion. De acuerdo con los resultados obtenidos, las tasas de encapsulacion oscilaron
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entre el 13% al 86%, que corresponden a la formulacion 4 (punto factorial) y a la formulacion 16 (punto central)
respectivamente. En cuanto al Z-Ave los valores oscilaron entre 174 y 443 nm. El valor mas bajo correspondi6 a
la formulacién 8 (punto factorial) y el valor mas alto correspondi6 a la formulacién 13 (punto axial),
respectivamente. Con respecto a la PI el valor mas bajo (0,066), correspondié a la formulacién 7 (puntos

factoriales), mientras que el valor mas alto (0,418) correspondio a la formulacion 13 (punto axial).

En la Tabla 20 se presentan los valores de Z-Ave, de P1 y EE para la formulacion optimizada de GC-PLGA-NPs
cargadas con E1P47. También se presentan las NPs producidas en los niveles bajos y altos de los factores que se

consideraron para el disefio factorial.

Tabla 20. Resultados de Z-Ave, PI y EE para las GC-PLGA-NPs optimizadas cargadas con E1P47 y
NPs producidas en los factores extremos

Factores® Propiedades de las GC-PLGA-NPs
Niveles Z-Ave
X, X, X PI EE (%)
(nm)
Optimizado 0,25 0,50 0,83 | 265,5+1,8 0,139+0.040 84,60
Alto 0,30 0,60 1,00 | 176,0+1,9 0,222+0.016 47,50
Bajo 0,20 0,40 0,66 | 240,0£2,0 0,123+0.001 21,13

@ la codificacion de X, X» y X3 se definen en la tabla 6 de los materiales y métodos

Las variables independientes de Cpepigo Y Crrga afectaron la eficiencia de encapsulacion; como era de esperarse,
a mayor cantidad de polimero y de péptido mayor encapsulacion (p > 0,05). El diagrama de Pareto demuestra
que los factores concentracion de PLGA y la concentracion de péptido afectan de forma positiva la EE,
mientras que volumenes de FIA por encima del valor central establecido, (0,25 mg/ml) afectan de forma
negativa la EE. Controversialmente, un estudio realizado por Zambaux et al (167), demostraron que valores por

encima de 0,2 ml en el volumen de la FIA mejoraron al EE

En este estudio el balance entre el volumen de FIA y la Cpga fue un aspecto critico para obtener tasas de

encapsulacion mayores al 80%. El diagrama de Pareto, corrobora estas observaciones (Figura 17 a).

El volumen de la FIA fue la variable que tuvo mayor efecto en el Z-Ave, mientras que la concentracion de
polimero y péptido no influyeron en el tamafio. También se pudo demostrar que a una concentracion constante
de péptido (0,25 mg/ml) y volumenes crecientes de la FIA entre ( 0.3 y 0,6 ml) el tamafio de particula

disminuye, mientras que la concentracion de PLGA, a diferencia de lo que se esperaba no afecto el Z-Ave.
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Con los resultados obtenidos se determind que la formulacion 16 (puntos centrales) fue la mas dptima respecto
al Z-Ave, P1 y EE %. Siendo los valores de los tres factores para dicha formulacion de : Cprga: 0,83%, w/v;
Chreptidgo: 0,25 mg/ml; Vol. de la FIA: 0,5 ml. Ademas, se pudo concluir que elevados contenidos de PLGA no
incrementan la EE, y que una optima EE, dependid del balance de los tres factores seleccionados para este

estudio.

a
BB ]+
AC N -
AA
AB
BC
cC
C:cPLGA
B:FIA
A:c Péptido
4
cPLGA=0.83 b
EE
I 0.0
3 20.0
1 40.0
60.0
[ 80.0
BEEE 100.0
€ péptido

Figura 17 (a) Diagrama de Pareto de la EE. (b) Grafica de superficie respuesta de EE
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cPéptido™ :=0.25
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Figura 18. Grafica de superficie respuesta de Z-Ave

Para establecer la relacion entre los factores y las propiedades de la NPs se gener6d una ecuacion polinomial
cuadratica. Las figuras 17b y 18, muestran la graficas de superficies respuesta como una representacion grafica
de esta ecuacion. Para identificar los factores que afectan el Z-Ave, PI y EE se realizo un ANOVA con los

valores obtenidos del diseflo factorial p > 0,05 (Tabla 21).
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Tabla 21. Valores de p de los analisis de ANOVA

Valor de p
Factores Evaluados y sus Interacciones Z-Ave PI EE
A: cPéptido 0,707 0,620 0,483
B: FIA 0,554 0,677 0,403
C: cPLGA 0,077 0,204 0,179
AA 0,358 0,596 0,063
AB 0,944 0,825 0,097
AC 0,833 0,664 0,074
BB 0,309 0,720 0,018
BC 0,940 0,863 0,181
CC 0,285 0,331 0,145

4.3.2. Caracterizacion fisicoquimica y morfologica las GC-PLGA-NPs

La caracterizacion fisicoquimica de las NPs se realizo determinando su morfometria (Z-Ave, PI), su carga
mediante (ZP) y la eficiencia de encapsulacion EE. De acuerdo con los resultados obtenidos en el disefio
factorial, la formulacion 16, se selecciond como Optima respecto a Z-Ave, P1 y EE. Los valores del Z-Ave, PI,

EE y ZP para las diferentes formulaciones se muestran en la Tabla 22.

Tabla 22. Propiedades Fisicoquimicas y EE de las formulaciones

Z-Ave £ SD
Formulacion PI+SD C (mV) = SD EE (%)
(nm)
NPsE1P47° 265,50 = 0,04 0,13 + 1,80 28,00 = 0,50 84,6
NPsE1P47-FAM 316,31+ 46,76 0,26 +£0,02 32,26 + 2,88 60,2 £2,32
NPsP2-2 305,30 + 3,13 0,180 +0,014 30,60 + 0,35 62,01 +1,89
NPsP6-2-FAM 326,10 = 6,99 0,210 = 0,007 32,50 + 1,31 66,67 2,81

* NPsE1P47 corresponde a la formulacion optimizada. Los demés péptidos se encapsularon usando la
formulacion optimizada como plataforma.

Las posibles interacciones entre el péptido y los componentes de la formulacion se evaluaron mediante estudios
de rayos X y por espectrometria infrarroja transformada de Fourier (FTIR). Los resultados de los rayos X
demostraron que todos los componentes de la formulacion son amorfos. La Figura 19a muestra que el perfil de

las NPsE1P47 y de E1P47 no formulado comparten una unica protuberancia a 20 = 15,97°. Se observa una
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protuberancia adicional a 20 = 19,82°, correspondiente al GC. La Figura 19b muestra el patrén de cada uno de
los componentes de la formulacion y el de las NPsE1P47. Los resultados indican que el patréon que sigue cada
uno de los componentes esta presente en el patron de las NPsE1P47. No se observa la presencia de nanocristales

como consecuencia de la precipitacion del péptido

Los analisis de FTIR de las GC-PLGA-NPs cargadas con E1P47 muestran dos bandas correspondientes a la
amida I (1635,82 cm™) y amida II (1527,35 cm™ ). Esta dos bandas son la region espectral més sensible de la
estructura secundaria de proteinas y polipéptidos. La amida A (3280 cm™), menos prominente en el espectro, se
relaciona con los estiramientos NH. Las Figuras 20a y 20b muestran los espectros de las GC-PLGA-NPs y el

peptido (a), asi como el de cada uno de los componentes de la formulacion (b)

La bandas correspondientes a la amida I se deben principalmente a las vibraciones de estiramiento de los C=0
del enlace peptidico. La amida II corresponde a la flexion en el plano NH y al estiramiento CN. De acuerdo con
la literatura, la presencia de bandas entre 1642 and 1624 cm™' se asignan a estructuras conformacionales en
lamina-p con contribuciones de estructuras en giro p. La presencia de bandas entre 1654 y 1658 cm ™' se asigna
a estructuras en a-hélice (148). En la Figura 18b se puede observar que las bandas vibracionales de E1P47 se
repiten en las GC-PLA-NPs, ademas las NPs comparten un pico adicional con el PLGA (1762 c¢cm ') que se

atribuye a los estiramientos vibracionales de C-H presente en los dos mondémeros de el polimero.

Esto resultados sugieren que el E1P47 adopta una estructura conformacional en lamina [, caracteristica de
polipéptidos de tamafio medio. Ademas no existen interacciones entre el polimero y el péptido que puedan

influir en su efectividad.
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Figura 19. Diagrama de rayos X. (a) NPsE1P47 y péptido (b) NPsE1P47 y sus componentes (PLGA, GC y

E1P47)
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Figura 20. Espectros FTIR de GC-PLGA-NPs con E1P47. (a) Espectros de las GC-PLGA-NPs y de E1P47. (b)
Espectros de las GC-PLGA-NPs y cada uno de los componentes

Morfologicamente, las GC-PLGA-NPs cargadas con E1P47 (NPsE1P47), se caracterizaron mediante MET,

(Materiales y Métodos). Las evaluaciones realizadas por MET, confirmaron el Z-Ave y la PI obtenidos en el

disefio factorial. En la Figura 21 se puede ver NPs esféricas con un resaltado del polimero y la cavidad interna.

Ademas no se observan aglomeraciones lo que indica que las NPs en suspension no sufren agregaciones (168)
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Figura 21. Micrografia de Transmision electronica de las NPsE1P47.

El analisis de los fenémenos fisicos relacionados con la desestabilizacion de la formulacion optimizada, se
evaluaron durante 7 dias tras el almacenamiento de la suspension a 4 °C. Utilizando el analizador o6ptico
Turbiscan”Lab. Las mediciones se registraron durante 24 horas. Las variaciones superiores al 10%, ya sea valor
positivo o negativo en la escala grafica de retrodispersion (backscattering, BS), representan una formulacién
inestable. En la Figura 22, se pude observar el perfil de BS de NPsE1P47. No se observaron cambios asociados
a la desestabilizacion fisica, como la agregacion, la coalescencia o la cremacion. El perfil de BA fue de £+ 2%, lo
que demuestra que la formulacion es estable en las condiciones experimentales establecidas. Es posible que la
suspension de NPsE1P47 sea estable en el almacenamiento a largo plazo. Para el desarrollo de este estudio, las
suspensiones se mantuvieron un maximo de 48 hasta su uso, por tal motivo no se realizaron ensayos de

estabilidad a largo plazo
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Figura 22. Perfil de retrodispersion (BS) de las NPsE1P47 como una funcion del tiempo medida a través de la
altura (mm) de la celda de la muestra.

4.3.3. Analisis de aminoacidos de NPsP6-2

El contenido P6-2 encapsulado en las GC-PLGA-NPs se determind indirectamente por HPLC y se confirmd
mediante analisis de aminoacidos. El cromatograma correspondiente a los aminoacidos presentes en la
suspension de NPsP6-2 después de la hidrdlisis acida se muestra en la Figura 23 y en la Tabla 23 se muestra la
relacion de aminoacidos de la suspension de NPsP6-2. Como se puede observar, los aminoacidos asparagina y
glutamina se describen conjuntamente como Asp / Asn y Glu / Gln, esto se debid a que durante el proceso la
asparagina y la glutamina se desamidaron en sus respectivos acidos durante la hidrolisis con el HCI. La ausencia
de triptofano se debe a que este aminoacido es hidrolizado durante el proceso. Los aminoacidos mas abundantes

en la muestra fueron prolina, glicina y valina.

El contenido de aminoacidos en la muestra fue de 0,055 mM, lo que corresponde al 66,65% del péptido total
afiadido a NPs. Este resultado es consistente con los resultados obtenidos por el método UV-VIS de HPLC a

280 nm (62,01%).
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Tabla 23.Contenido de aminoacidos en la suspensiéon de NPsP6-2

Amino acidos nmol Tedrica Reporte
2 Asp/Asn 1,668 2 1,61
3 Thr 0,052 0 0,05
5 Glu/Gln 0,983 1 * 0,95
6 Pro 3,375 3 * 3,25
7 Gly 2,172 2 * 2,09
8 Ala 2,172 2 * 2,09
9 Cys 1,371 3 1,32
10 Val 2,767 3 * 2,67
11 Met 0,065 0 0,06
12 Ile 0,091 0 0,09
13 Leu 0,944 1 * 0,91
14 Tyr 0,065 0 0,06
15 Phe 1,073 1 * 1,03
16 His 0,181 0 0,17
17 Lys 0,078 0 0,08
19 Arg 0,168 0 0,16

(*) Representa los aminoacidos que se usaron para los calculos
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Figura 23. Cromatograma correspondiente a el analisis de aminoacidos de la NPsP6-2
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4.3.4. Estudios in vitro

Los estudios in vitro se llevaron a cabo con el fin de caracterizar y evaluar la cinética de liberacion de las
formulaciones de GC-PLGA-NPs cargadas con E1P47 y con P6-2. Aunque existen varios métodos y el mas
recomendado para la liberacion de péptidos es la separacion por centrifugacion, la presencia de los productos de
degradacion del polimero en el medio, llevan a realizar procedimientos de filtrado para poder detectar el péptido

liberado. Esto produce detecciones inexactas debidas a la excesiva manipulacion de la muestra.

En esta tesis, se selecciond la liberacion mediante dialisis dinamica; este método es uno de los mas cominmente
usados para determinar la cinética de liberacion de farmacos a través de NPs. Este método es el de eleccion dado

que el paso de separacion del farmaco libre de los productos de degradacion de las NPs es eliminado (169).

Este método se basa en el paso del farmaco a través de una membrana fisica o bioldgica hacia un compartimento
receptor, como resultado de la difusion desde las NPs seguida por la difusion a través de la membrana de
dialisis. Aunque siempre se ha tratado como un proceso simple y de primer orden, experimentalmente se puede
medir cualquier desaparicion del farmaco del compartimento donador que contiene las NPs, o cualquier

aparicion del mismo en el compartimento receptor (170) .

4.3.4.1 Estudios de liberacion in vitro de NPsEI1P47

Los resultados obtenidos de la liberacion in vitro de E1P47 se presentan como un perfil de liberacion en la

Figura 24.
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Figura 24. Perfil de liberacion de E1P47

Analizando el perfil de liberacion de E1P47 se puede observar que el péptido tiende a solubilizarse bien en el

medio receptor, con lo cual la cantidad de péptido que se liberé en el tiempo del estudio es directamente
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proporcional a la cantidad que queda en las NPs, y facilmente se podria definir como un perfil de liberacion

monofasico, aunque ello no siempre es adecuado (171-173).

Aunque en el tiempo en el que se llevo a cabo el estudio de la liberacion, el péptido no se liberé completamente,

se pueden inferir los mecanismos que pueden estar relacionados con el proceso.

En general, existen cuatro mecanismos principales de liberacion: (a) difusion a través de poros llenos de agua,
(b) difusiéon a través del polimero, (c) erosiéon y (d) bombeo osmoético. También hay varios fendmenos que
pueden estar relacionados con la liberaciéon muy lenta: (a) velocidades de apertura de los poros, (b) interaccion
entre las moléculas con los demas componentes de la formulacion que conducen a un complejo menos soluble
en agua, (c) combinacion de particulas de diferentes tamaiios, (d) adsorcion de péptidos en las interfases de los

materiales NPs y (d) cierre de poros (170).

La liberacion in vitro de E1P47 podria asociarse a mas de un mecanismo, pero teniendo en cuenta las
caracteristicas de las NPs y también del péptido, el mecanismo mas apropiado que podria describir la liberacion
es la difusion a través de poros llenos de agua. La velocidad de difusion se rige por la formacion de poros, al
principio del proceso, el tamafio de poro es pequefio para moléculas de gran tamafio tales como E1P47, por lo
que la velocidad de difusién se ralentiza, y como consecuencia el perfil de liberacion es lento. Por otro lado, la
interaccion entre el péptido y el polimero durante el proceso de difusion podria ralentizar la liberacion y, por lo

tanto, no se descarta.

4.3.4.2. Estudios de liberacion in vitro de NPsP6-2

A diferencia de E1P47, P6-2 mostrd un perfil de liberacion bifasico. En la (Figura 25) se muestra un perfil
caracterizado por una fase de induccion (fase I), seguida de una fase sostenida (fase II). La asintota de liberacion
se alcanz6 a las 5 horas, manteniendo una fase de retardo de hasta 10 horas. Aunque los estudios de liberacion
de P6-2 se realizaron durante 24 horas, tras las 10 horas del ensayo, la deteccion del péptido fue imprecisa; este
fendmeno se atribuy6 a la agregacion del péptido en el medio y a posibles problemas de adsorcion al material.
Para superar el problema de agregacion, se afiadio DTT en el medio de liberacion y se limito el tiempo de los

ensayos a 10 horas. Durante este periodo, el péptido fue mas facil de detectar por HPLC / MS-MS.
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Figura 25. Perfil de liberacion de P6-2
En un estudio reciente realizado por nuestro grupo, en el que se evalud el perfil de liberacion de P6-2 de
liposomas, se demostrd que la liberacion fue mas lenta en solucién amortiguadora de pH (PBS) que en medio de
cultivo suplementado con 10% de suero bovino fetal DMEM / FBS (174). En el presente estudio, se obtuvieron
resultados similares, ya que durante el tiempo del estudio se liberé un 10% del contenido total en las NPs,
sugiriendo que la liberacion de P6-2 se ralentizo como resultado ya sea de un polimero con baja porosidad o por
interacciones entre péptido y polimero durante el proceso de difusion desde la matriz del polimero. Aunque no
se liber6 todo el péptido incorporado en NPs, los resultados se ajustaron al modelo sigmoidal de Boltzmann

(175).

— A4y -,
m = Ttk + A, (Ecuacion 12)

Donde (m) es la masa de cada muestra expresada en ng. (A)) es el limite Y bajo, (A;) es el limite Y alto, (k) es
la pendiente y (to) representa el V50. V50 es un parametro modelista que puede determinar el tiempo en el que
se libera la mitad del péptido. Los analisis estadisticos de los datos se realizaron mediante una regresion no
lineal de minimos cuadrados utilizando el software WinNonLin (WinNonLin version profesional version 3.3 y

Graphpad prisma version 6 Demo).

La Tabla 24 muestra el modelo y los parametros de disolucion correspondientes para el analisis estadistico de

P6-2 liberado de NPs.
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Tabla 24. Parametros estadisticos de la cinética de liberacion de P6-2

Bottom (ng) Top (ng) V50 Pendiente r2
GC-PLGANPsP6-2 -3,15+5,64 82,60 £ 6,87 254,600+ 18,40 63,64 +19.15 0,989

4.3.4.3. Estudios de captacion celular

La captacion celular es un mecanismo que se ha utilizado para evaluar diferentes aspectos relacionados con las
interacciones entre sistemas de liberacion de farmacos y células. Por ejemplo, a través de ensayos de captacion
celular, se puede evaluar la potencial citotoxicidad de las NPs, los mecanismos de transporte celular y la

liberacion intracelular de medicamentos (176,177).

Estos estudios se realizaron con el fin de evaluar no solo la captacion de las GC-PLGA-NPs por una linea
celular, sino ademas para discriminar entre la capacidad de las NPs de interactuar con las membranas y/o

atravesar las barreras biologicas y asi prever su interaccion y paso a través de la mucosa vaginal.

La evaluacion de la captacion de las GC-PLGA-NPs se llevo a cabo mediante analisis de citometria de flujo,
para esto, se prepararon GC-PLGA-NPs cargadas con E1P47-FAM, usando como plataforma para su
preparacion, la formulacion optimizada. Las caracteristicas fisicoquimicas de las NPsE1P47-FAM, se muestran
en la Tabla 22. Las diferencias observadas en cuanto a Z-Ave, PI y EE con respecto a la formulacion

optimizada, se atribuyen a el acoplamiento de 5(6)-FAM a E1P47.

Los resultados obtenidos de los ensayos de captacion, tras el tratamiento con NPsE1P47-FAM a células
HeLa-env a diferentes tiempos demostraron que, durante las primeras 4 horas hubo un aumento en la intensidad
de la sefal fluorescente dependiente del tiempo, mientras que de 6 a 24 horas de tratamiento, la intensidad de la
sefial disminuyd significativamente. Para determinar si la sefial provenia del interior de las células, como
consecuencia de la captacion o si por el contrario, era el resultado de la absorcion de las NPs a la membrana
externa de las células, se hizo un tratamiento a las células con azul de tripano, (TB). Los resultados demostraron
que aproximadamente el 53 % de las NPsE1P47-FAM en las primeras 4 horas habian sido internalizadas por la
células, y que el 47% restante estaban adsorbidas a la membrana. De tal manera, que la fluorescencia emitida se
atribuyo a la NPs internalizadas, ya que la fluorescencia proveniente de las NPsE1P47-FAM adsorbidas en la
membrana se apaga por efecto del TB. En la Figura 26 se muestra la cinética de captacion de las NPSE1P47-

FAM durante 1,2,4, 6 y 24 horas de tratamiento.
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Figura 26. Cinética de Captacion de las NPSE1P47-FAM

Como se habia descrito anteriormente, los ensayos de captacion celular constituyen una herramienta util en la
evaluacion de la nanotoxicidad. Para determinar la citotoxidad que pudieran provocar las NPsE1P47-FAM
durante el estudio, se tuvieron en cuenta parametros como el contenido celular (SS) y disminucion de tamafio
de las células (FS) evaluados por citometria de flujo. En términos generales un aumento de SS es indicativo de
contenido granular, ya sea por captacion de NPs o por la aparicion de cuerpos apoptdticos. Por otro lado, la

disminucion de FS es indicativo de muerte celular (encogimiento de la célula).

Los resultados obtenidos de las evaluaciones realizadas por citometria de flujo de las células HeLa-Env, después
del tratamiento con NPsE1P47-FAM, mostraron que hasta las 4 horas hubo un incremento tanto de SS como FS,
indicativo de captacion de las NPSE1P47-FAM. Después de las 6 horas hasta las 24 horas FS disminuy6

significativamente y SS incremento levemente, esto se considerd indicativo de nanotoxicidad, (Figura 27).
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Figura 27. Anélisis de citometria de flujo de HeLa-env después del tratamiento con NPsE1P47-FAM

Se ha demostrado que las células tienen mayor afinidad por la captacion de NPs con cargas positivas, y que su
captacion se lleva a cabo por transporte pasivo, mediante la interrupcion de las bicapas lipidicas provocando
defectos a nanoescala que mejoran la conductancia a través de la membrana plasmatica (178). Una vez se
elimina el estimulo efectuado por las NPs, la integridad celular se restablece, mientras que si los estimulos
persisten, pueden causar la desestabilizacion de la membrana plasmatica, desencadenando sefiales apoptoticas

que conducen a la muerte celular.

Mediante este estudio también se pudo determinar cual era el tiempo maximo que las NPs pueden quedarse

adheridas a la membrana celular sin causar muerte celular. De las observaciones hechas se puede concluir que
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entre 4 y 6 horas es el maximo de tiempo que las NPs pueden estar en contacto con la membrana externa de las

células.

A otra importante conclusion a la que se pudo llegar, fue con respecto a la expresion de las proteinas de la
envoltura del VIH en la membrana celular HeLa. Los resultados sugieren que las NPs podrian permanecer
unidas a la proteina de envoltura del VIH, con lo cual las NPs podrian liberar el péptido inhibidor, y este a su

vez interactuar rapidamente con el péptido de fusion del VIH e impedir la entrada del virus en la célula blanco.

4.4. ESTUDIOS EX VIVO

Los estudios ex vivo se realizaron tanto para determinar la capacidad de penetracion como de permeabilidad de

las GC-PLGA-NPs, en un modelo de mucosa vaginal y compararlos con estudios in vivo

4.4.1. Evaluacién de la permeacion de NPSE1P47 y NPsP6-2

Mecanismos intrinsecos asociados a la permeacion de NPs se pueden evaluar mediante los ensayos ex vivo
(179). Los mecanismos de difusion dependen de las propiedades fisicoquimicas de los NPs, la naturaleza del
farmaco, el coeficiente de particion entre lipido / agua de la moléculas y el grado de ionizacion de las moléculas

permeadas a través del epitelio.

La mucosa vaginal de los cerdos es un modelo ampliamente utilizado en los estudios de permeacion de
farmacos, debido a las similitudes tanto estructurales como anatéomicas con la mucosa vaginal humana. En
cuanto a las propiedades fisicoquimicas del farmaco, se sabe que la permeacion de moléculas hidrofilas a través
de la mucosa vaginal de los cerdos es comparable a la permeacion a través de la mucosa vaginal humana, no

obstante la permeacion de las moléculas lipofilas es ligeramente diferente.

El mecanismo de absorcion del farmaco a través de la mucosa vaginal es un mecanismo de multiples vias,
similar al de las membranas bioldgicas. Los principales mecanismos de difusion son pasivos o activos. La
difusion pasiva incluye una ruta transcelular a través de las membranas celulares y una via paracelular a través
del fluido intercelular o uniones estrechas, mientras que los mecanismos activos generan gradientes a través de

las barreras y son mecanismos dependientes de ATP (180)

En este trabajo se evalud la permeacion de NPsE1P47, NPsP6-2 y E1P47 no formulado. Los resultados
obtenidos de la permeacion de NPsE1P47 indican que las NPs mejoran la permeacion del péptido liberado a
través de la mucosa vaginal en comparacion con el péptido no formulado. El perfil de permeacion, tanto de

E1P47 no formulado como de NPsE1P47 se muestran en la Figura 28.
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Figura 28. Perfil de permeacion de E1P47 no formulado y NPsE1P47

Con los resultados obtenidos de la cantidad permeada, se calculo el coeficiente de permeacion (Py,,) tanto para

NPsE1P47 como para E1P47 no formulado. Los resultados se muestran en la Tabla 25.

Tabla 25. Valores de Py, de NPSE1P47 y E1P47 permeado en la mucosa vaginal de cerdo

P.p (cm/s) (= SD)
NPsE1P47 8,88 x 107 (£8,85x 107
E1P47 1,18 x 107 (£3,20x 107

Estos valores demuestran que las NPsE1P47 son mas permeables que el péptido no formulado. De acuerdo con

los estudios estadisticos de ANOVA y la prueba de Kruskal-Wallis, se observaron diferencias significativas

entre P,,, de NPSE1P47 y E1P47 no formulado (P <0,05), lo que sugiere que las caracteristicas fisicoquimicas

de los NPs mejoran la adherencia a las membranas y la difusion a través de la mucosa.

La permeacion de las NPsE1P47 se puede asociar a un proceso de difusion no especifico y conducido por un

gradiente de concentracion, siendo importante tener en cuenta que la solubilidad del farmaco puede aumentar o

disminuir la velocidad de permeacion.
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También se determiné la cantidad retenida (Qr) de E1P47 no formulado y formulado en la mucosa vaginal y

(Tabla 26).

Tabla 26. Valores de Qr de E1P47 formulado y liberado de NPs (ex vivo)

Cantidad retenida pg/(g.cm’) £ (SD)
NPsE1P47 38,58 + 1,60
E1P47 89,92 +2.07

Los resultados sugieren que la naturaleza anfipatica de E1P47 y las condiciones del experimento fueron los

principales factores que afectaron la retencion en la mucosa tanto de E1P47 no formulado, como de NPsE1P47.

Es posible que al entrar en contacto E1P47 con la membranas celulares, adopte una estructura secundaria lo que
aumentaria su interaccion y la formacion de enlaces de hidrogeno intermolecular en la interfase de membrana

contribuyendo a una unién mas fuerte (181).

Por otro lado, no hay que olvidar que el area de exposicion de la mucosa es pequefia y que la cantidad de
péptido liberado de las NPs, que entra en contacto con la mucosa, es mucho menor que la cantidad de péptido no
formulado. Esto explica porque la cantidad de péptido extraido de la mucosa tratada con E1P47 no formulado es

mayor, que la cantidad de péptido extraido de la mucosa tratada con NPSE1P47.

Con respecto a la permeacion de NPsP6-2, las observaciones fueron distintas ya que el flujo de permeacion de
P6-2 a través de la mucosa vaginal no se calculd, debido a que el péptido se detectd después de 5 horas de
experimento. La cantidad permeada de P6-2 a las 5 horas fue de 2,07 0,65 ng/cm’ y la cantidad retenida fue de
26,66 + 7,23 ng/g.cm™. Este fenémeno se puede atribuir a la solubilidad y a la posible formacion de dimeros o

agregados en los espacios intercelulares.

4.4.2. Evaluacién de la penetracion de NPsP6-2-FAM

La evaluacion de la penetracion de las NPsP6-2-FAM se llevo a cabo con el fin de determinar cualitativamente
si las NPs pueden atravesar la mucosa vaginal en condiciones ex vivo, ya que hasta la fecha no se conocen
estudios sobre la capacidad de NPs con caracteristicas similares, cargadas con péptidos inhibidores de la fusion
para penetrar la mucosa vaginal. Sin embargo, Das Neves et al (134), describio la penetracion de NPs

poliméricas de 200 nm cargadas con un antirretroviral, en la mucosa vaginal de cerdo.
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En este estudio las NPsP6-2-FAM alcanzaron un tamafio de 300 nm, su capacidad de penetracion fue evaluada
mediante microscopia confocal. Los resultados de las imagenes adquiridas muestran una sefal fluorescente en la
capa mas superior del epitelio vaginal atribuido a las NPsP6-2-FAM (Figura 29), lo que sugiere que las NPs
poseen caracteristicas de bioadhesividad. También se observan agregados fluorescentes en zonas profundas de
la mucosa, esto puede deberse a que el péptido liberado de las NPs o incluso las NPsP6-2-FAM, pueden
atravesar el epitelio mediante un mecanismo de difusion pasiva. P6-2 es de naturaleza anfipatica, con lo cual su
difusién puede llevarse a cabo a través de las bicapas lipidicas o a lo largo de las regiones acuosas estrechas que

estan asociadas con grupos polares de los lipidos de membrana.

NPsP6-2FAM /P6-2-FAM

Figura 29. Imagenes de microscopia confocal de la mucosa vaginal de cerdo (ex vivo).

Las imagenes fueron adquiridas después del tratamiento con NPsP6-2-FAM. Las sefial emitida por las NPsP6-2-
FAM/P6-2-FAM se localiza en la capa superior del epitelio (verde). Los nucleos teflidos con DRAQS (azul).
Las imagenes de fluorescencia (columna izquierda) y sus respectivas imagenes de interferencia diferencial de

contraste (DIC) (columna derecha) se adquirieron a 63X.

4.5. ESTUDIOS IN VIVO

Las caracteristicas histofiologicas de la mucosa y las propiedades fisicoquimicas de los farmacos son los
factores mas importantes que determinan la permeacion través de las mucosa. El epitelio vaginal esta revestido
por un fluido viscoelastico acuoso (moco), que actiia como proteccion contra los agentes patdgenos y los

agentes externos. El moco puede ayudar a los farmacos a alcanzar el epitelio o a eliminarlos del sitio de accion
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(182). El moco esta compuesto principalmente de glicoproteinas como la mucina, el agua y lactobacilos y se

considera un impedimento estérico para biomoléculas (183).

4.5.1. Evaluacion de la permeacion de NPsE1P47

Uno de los aspectos con mayor relevancia en este estudio fue el desarrollo de NPs con propiedades de
mucoadherencia. Para alcanzar este objetivo las NPs se recubrieron con GC, un biopolimero de origen natural y
de bajo peso molecular y con propiedades de mucoadhesividad. Dicho recubrimiento aportd a las NPs una carga
positiva superficial y gracias a sus propiedades de bioadhesividad, las NPs pueden interpenetrarse con las

cadenas de mucina lo suficientemente fuerte como para crear una adhesividad semi-permanente (124).

Los resultados obtenidos de las permeaciones in vivo demostraron que las NPsE1P47 interactuaron con mayor
facilidad con la malla de moco, alcanzando el epitelio vaginal en comparacion con el péptido no formulado. La
Qr de E1P47 detectado después de la exposicion de las NPsE1P47 fue mayor que el Qr del E1P47 no formulado
(Tabla 27). Esto indica que la presencia de diversas enzimas en el moco tales como las deshidrogenasas
succinicas y lacticas, las fosfatasas acidas y alcalinas, la f-glucuronidasa, la fosfoamidasa y las esterasas pueden

ser responsables de la degradacion del péptido no formulado y su incapacidad para alcanzar el epitelio.

Tabla 27. Valores de Qr de E1P47 formulado y liberado de NPs (in vivo)

Or pg/ (g.cm”) + (SD)
NPsE1P47 0,700 + 0,173
E1P47 0,366 + 0,018

La cantidad de E1P47 que se encontrd en la mucosa vaginal de los cerdos tratados con el E1P47 no formulado,

se atribuye a que el péptido se solubiliz6 con DMSO y éste se considera un potenciador de permeacion (184).

En conjunto, los resultados in vivo y ex vivo permiten destacar el importante papel que tienen las NPs como un

dispositivo efectivo, seguro y protector en las biomoléculas como péptidos.

4.5.2. Evaluacién de la penetracion de NPsP6-2-FAM

Para los estudios de penetracion in vivo, se eligid el modelo de mucosa vaginal de cerdo porque las
caracteristicas anatomicas y fisiologicas de los cerdos son comparables a las del humano (185), es decir, ambos
tejidos consisten en epitelio escamoso estratificado apoyados por el tejido conectivo y la ldmina propia; ambos

tienen una composicion lipidica similar, que es un aspecto importante como barrera de defensa (186).
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El NPsP6-2-FAM se aplicaron a lo largo del conducto vaginal y después de 2 y 5 horas los animales se
sacrificaron y las vaginas se extrajeron por técnica quirrgica. La Figura 30 muestra que a las 2 horas después
del tratamiento, la sefial fluorescente se distribuyo6 en la capa superficial del epitelio vaginal, sugiriendo que las
NPsP6-2-FAM migran a través del moco llegando al epitelio y extendiéndose dentro de las capas epiteliales
adyacentes. Sin embargo, a las 5 horas después del tratamiento, el perfil de penetracion fue diferente con
respecto a las 2 horas. La sefial de fluorescencia menos intensa, se localizé en la primera capa epitelial (células
planas), lo que sugiere que a las 5 horas, las NPsP6-2-FAM / P6-2-FAM puedan haberse difundido a través del

tejido.

El péptido liberado desde las NPs, puede penetrar la mucosa a través de bicapas lipidicas e interactuar con las
membranas celulares, aumentando su concentracion cerca de los sitios de fusion dentro del espacio intercelular.
En ausencia del virus, el péptido podria ser degradado por las enzimas presentes en la mucosa o eliminado por el

sistema reticuloendotelial.

Adicionalmente, se observé una cantidad importante de NPsP6-2-FAM/P6-2 captadas por algunas células. Esto
implica que posiblemente algunas células tipo Langerhans, que se encuentran distribuidas por todo el epitelio,

podrian haber captado las NPsP6-2-FAM o el péptido liberado.

Figura 30. Imagenes de microscopia confocal de mucosas vaginales de cerdo tratadas con NPsP6-2-FAM
(estudio in vivo).

En la Figura 30a se observa la mucosa después de 2 horas de tratamiento con NPsP6-2-FAM vy la Figura 30b

derecha se muestra la mucosa después de 5 horas de tratamiento. Las imagenes fueron adquiridas después del
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tratamiento con NPsP6-2-FAM. Las sefial emitida por las NPsP6-2-FAM/P6-2-FAM se localiza en la capa

superior del epitelio (verde). Los nucleos tefiidos con DRAQS (azul). Las imagenes se adquirieron a 63X.

4.5.3. Evaluacion de la toxicidad in vivo de las NPsP6-2-FAM

El objetivo de realizar este estudio, fue determinar el posible dafio tisular o los efectos inflamatorios causados
por la exposicion prolongada de las GC-PLGA-NPs, en este caso cargadas con P6-2-FAM. Los analisis
histologicos se han utilizado ampliamente como una herramienta para evaluar la toxicidad después de la
aplicacion vaginal de microbicidas. La pérdida de la estructura y la presencia de infiltrados inflamatorios en la
lamina propia se han considerado como un problema de citotoxicidad relacionada con la exposicion sostenida a

los farmacos (187,188).

Para determinar el dafio, la inflamacion o el desprendimiento epitelial de la capa superior, causado por NPsP6-2-
FAM o sus productos de degradacion, varios cortes de mucosa se evaluaron mediante microscopia. La
evaluacion se realiz6 comparando el nimero de capas epiteliales en mucosas no tratadas con el nimero de capas
epiteliales en la mucosa tratada con NPsP6-2-FAM. En todos los cortes observados, el nimero de capas
epiteliales después de la administracion fue el mismo que el nimero de capas epiteliales en la mucosa no tratada
(n = 10). Los resultados mostraron que no habia anomalias histopatologicas aparentes; infiltracion de leucocitos
a la lamina propia o lesiones epiteliales relacionadas con el tratamiento con NPsP6-2-FAM. La Figura 31
muestra una mucosa conservada con un epitelio multicapa seguido de tejido conectivo. Estas observaciones

indicaron la seguridad NPsP6-2-FAM administrados en la mucosa vaginal.

Figura 31. Cortes histopatoldgicos de mucosas tratadas con NPsP6-2-FAM. (A) mucosa no tratada, (B) mucosa
tratada por 2 horas, (C) mucosa tratada por 5 horas. Las imagenes fueron adquiridas a 100 X.
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Durante casi tres décadas todos los estudios relacionados con la erradicacion del VIH-1 se han centrado en el
desarrollo de vacunas; aunque las expectativas a la espera de buenos resultados son altas, la inminente necesidad
de detener la expansion del virus ha llevado a varios grupos a direccionar sus investigaciones hacia la utilizacion
de las herramientas actualmente existentes, y emplearlas en la prevencion de la transmision, como una nueva
estrategia en el tratamiento contra el VIH. Herramientas tales como el uso de antirretrovirales (ATR), han sido
pioneras en el desarrollo de la idea de la prevenciéon como tratamiento. En un estudio realizado en parejas de
individuos sanos, portadores del VIH y que fueron sometidos a terapia temprana con ATR, demostré una
importante disminucion de la transmisién del virus (96 %) en comparacion con individuos que tuvieron un
tratamiento tardio (189). Esto se debe a que el tratamiento ATR reduce el numero de copias virales activas en el
organismo de los individuos infectados, ya que los ATR esta disefiados para bloquear la replicacion del virus y
posterior expansion del virus. Con lo cual, una terapia regular y controlada del VIH da como resultado menos

copias virales en sangre.

La terapia con ATR se centra en la interrupcion de las diferentes etapas del ciclo de replicacion del VIH en la
célula diana. Dichas etapas incluyen la unién viral, la transcripcion inversa, la integracion en el genoma de la
célula huésped, el procesamiento de proteinas y la maduracion viral. Aunque la terapia ATR ha tenido un alto
impacto en la reduccion de la tasa de transmision, a causa del frecuente abandono del tratamiento por parte de
los pacientes que se ven afectados por las frecuencia y las molestias asociadas a la administracion de los
farmacos, se han generado cepas multiresistentes, con lo cual emergen cepas mas virulentas y menos sensibles

al tratamiento.

Sin embargo, como una alternativa a este problema, en la Unidad de Sintesis y Aplicaciones Biomédicas de
Péptidos, IQAC-CSIC durante varios afios, se ha venido desarrollando una nueva estrategia de lucha contra el
HIV basado en la sintesis de péptidos derivados de las proteinas de envoltura, E1 y E2 del virus del GB-C. Este
virus, lleva a cabo una regulacion negativa del VIH, particularmente en la fusion del virus a la célula huésped.
Se ha descrito, que la co-infeccion de ambos virus, particularmente en individuos con infeccién cronica por
VIH, la tasa de supervivencia es mayor comparada con la tasa de supervivencia de pacientes VIH no co-
infectados con el GB-C (190). Los mecanismos exactos mediante los cuales el GB-C es capaz de intervenir con
la progresion del VIH a SIDA no son completamente conocidos, pero hallazgos realizados por el grupo
demuestran que las proteinas de envoltura del GB-C tienen un importante papel en la inhibicion de los primeros

pasos de la fusion y entrada del VIH a la célula huésped (55,66,191,192).
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La fusion y entrada del virus a la célula estd mediada por la unién de la glicoproteina de envoltura gp120, al
receptor de las células T CD4+, que posteriormente sufre cambios conformacionales de estructura que permiten
que la region variable V3 del VIH en gp120 se una con los correceptores de quimosina; dependiendo del subtipo
viral puede unirse ya sea a CCRS o CXCR4. En base a dicho mecanismo, la Unidad de Sintesis y Aplicaciones
Biomédicas de Péptidos, IQAC-CSIC, asi como otros grupos de investigacion, han sintetizando diferentes
secuencias peptidicas derivadas de las proteinas E1 y E2 y evaluando su actividad anti-VIH. De estos estudios,

dos potentes péptidos se han descrito y caracterizado su mecanismo de accion in vitro.

De la proteina E2, la secuencia peptidica que abarca la region que va desde el aa 45 al aa 64 del extremo N-
terminal (P6-2), fue sintetizado y su actividad anti-VIH fue evaluada en diferente cepas. Los resultados
demostraron con solo 4 uM de P6-2 fue suficiente para inhibir el 50% de la replicacion viral en células TZM-bl.
Particularmente P6-2 contiene tres residuos de cisteina, que fueron substituidos por residuos de serina; dicha
substitucion disminuyd la capacidad inhibitoria del péptido. Esto sugirio que la formacion de dimeros
intermoleculares asi o de oligdmeros pueden ser un requisito imprescindible en la actividad anti-VIH de P6-2

(193).

En esta linea, Gomara et al, (67) describieron una secuencia peptidica derivada de la proteina El, dicha
secuencia que abarca desde el aa 139 al aa 156, denominada como E1P47, ha demostrado tener una actividad
inhibitoria similar a la de péptidos que ya estan en fase clinica como lo es VIR576. La actividad inhibitoria de
E1P47 fue probada en un panel de virus del VIH de diferentes clades, construidos mediante la substitucion de la
secuencia Env del VIH-1 NL4-3, con las secuencias de Env de los diferentes subtipos (A, B, C, D y AE), los
resultados obtenidos indicaron que la envoltura viral determiné la actividad inhibitoria de E1P47. A diferencia
de otros péptidos inhibidores de la fusion, que estan dirigidos especificamente a las regiones repetidas HR del
extremo N-terminal en gp41; E1P47 ha mostrado su actividad inhibitoria, interaccionando con el FP (péptido de

fusion) en gp41, previniendo asi su insercion en la célula diana.

En base a los hallazgos relacionados con los péptidos descritos, La Unidad de Sintesis y Aplicaciones
Biomédicas de Péptidos, IQAC-CSIC en colaboracion con el Departamento de Tecnologia Terapéutica y Fisico
Quimica de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Barcelona; han venido realizando diferentes
acercamientos en el disefio de sistemas de liberacién controlada, utilizadas como herramientas de transporte,
proteccion y liberacion de dichos péptidos en tejidos susceptibles a la infeccion por VIH-1. Como parte de

dichas investigaciones, se gener6 el disefio y desarrollo del trabajo doctoral que se describe en este libro.
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Como se ha descrito a lo largo de este texto, el principal objetivo de la presente investigacion fue disefiar,
desarrollar y optimizar NPs poliméricas para incorporar los péptidos P6-2 y E1P47, transportarlos y liberarlos
en un modelo de mucosa vaginal. Se escogio la mucosa vaginal, por ser una de las puertas de entrada del VIH,
adicionalmente la anatomia vaginal permite utilizar métodos de administracion que favorecen la permanencia y
residencia de los inhibidores, ademas la frecuencia de administracion se reduce significativamente en
comparacion con las administraciones parenterales. Este ultimo aspecto es de gran importancia, ya que los
mayores fracasos en el tratamiento del VIH se relacionan con la resistencia viral a los farmacos, generada en
muchos de los casos por el incumplimiento del régimen antirretroviral o el abandono del mismo, como
consecuencia de las molestias que ocasiona en los pacientes, las repetidas administraciones parenterales de los

farmacos.

En los ultimos 10 afios, las NPs se han utilizado como una alternativa en el desarrollo de las nuevas estrategias
en la prevencion y erradicacion del VIH. Los antirretrovirales (ATR) fueron los primeros farmacos incorporados
en NPs como un nuevo modelo de microbicidas anti-VIH. En este sentido, el Tenofovir ha sido el mas utilizado
para este proposito. Alukda et al., (194) disefiaron NPs lipidicas sélidas funcionalizadas con polilisina heparina
como una plantilla de administracion vaginal de Tenofovir para la prevencion del VIH. La formulacion fue
optimizada usando un disefio factorial, mediante el cual se analizaron la influencia de tres factores. En dicho
estudio, el modelo estadistico aplicado definio6 el tamafio de particula como la variable mas significativamente
afectada por los factores seleccionados. Posteriormente Meng et al., (133) describio el disefio y optimizacion de
NPs de Chitosan cargadas con Tenofovir, en este caso se evalud la capacidad de mucoadhesion al tejido vaginal
porcino. En este estudio se puso de relieve que NPs con tamafios entre 100 y 200 nm se adhieren con mayor
facilidad al epitelio vaginal que NPs con tamafios mayores a 500 nm, sin embargo el EE% de las NPs pequeiias

fue inferior al 10 %.

En los dos estudios mencionados, tanto el tamafio de particula como el EE% fueron optimizados utilizando para
ello un disefio factorial con un minimo de experimentos, y asi como en el presente estudio, fueron elegidos tres
factores que afectan las propiedades fisicoquimicas de las NPs. La seleccion de los factores en cada caso se

llevo a cabo de acuerdo con el método de fabricacion y la composicion de las NPs.

Para el desarrollo de la presente Tesis, las NPs se fabricaron utilizando el método de la doble emulsion
(W/O/W), en el cual, la composicion de la fase interna acuosa tuvo un papel relevante en la eficiencia de

encapsulacion. Para obtener una fase acuosa interna adecuada, es importante tener en cuenta que las gotas de la
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fase interna acuosa pueden coalescer provocando una estructura “nticleo estructura”, que posteriormente puede
coalescer con la superficie liberando el contenido a la fase externa acuosa. Por lo tanto es importante obtener
una primera emulsion estable (W/O). De acuerdo con la literatura, la estabilizacion de la primera emulsion se
puede obtener utilizando surfactantes, con un balance hidrofobico/hidrofilico bajo (HLB), estos surfactante son
optimos para estabilizar las gotas de la fase interna acuosa porque residen en la fase oleosa impidiendo la
ruptura de las gotas de agua. Otro factor importante a tener en cuenta es que en la segunda etapa de
emulsificacion (W/O/W), la fase interna acuosa se puede perder en la fase externa, ya que el rompimiento de la
fase oleosa es inevitablemente y esto implica la exposicion de la fase interna acuosa a la fase externa acuosa. La
coalescencia de la fase externa acuosa se puede evitar mediante el uso de surfactantes hidrofilicos como el poly-

vinyl alcohol (PVA), estos polimero residen solamente en la fase acuosa y en la interfase oleosa (195).

Ham et al., (129) desarrollaron NPs poliméricas incorporando un analogo peptidico de PSC-RANTES, citoquina
que bioldégicamente actia como ligando natural de los co-receptores CCRS. En dicho estudio, los autores
utilizan el método de la doble emulsion para encapsular el analogo y emplean como surfactante PVA, tanto en la
fase interna como en la fase externa acuosa. Las NPs de PSC-RANTES tuvieron tamafios entre 230 y 250 nm y

una eficiencia de encapsulacion de 82,23 %.

Por otro lado, Silva et al., (146) hacen énfasis en la optimizacion de la fase interna acuosa para incrementar la
carga de las NPs con un péptido con propiedades anti-tumorales. Los autores probaron diferentes composiciones
de la fase interna acuosa y seleccionaron la composicion que mejord el EE % del 1 % al 38 %, dicha

composicion se basé en la presencia sales que mantuvieran la suspension con un pH basico (8,0).

Para el presente trabajo, tanto la cantidad de surfactante como la composicion de la fase interna acuosa fueron
los aspectos mas importantes en el desarrollo de las GC-PLGA-NPs. Asi como Silva et al., la fase interna
acuosa fue optimizada previo al disefio factorial. Para la incorporacion de E1P47 y P6-2 en las GC-PLGA-NPs,
la presencia de sales a una concentracion adecuada (50mM) mejoraron el EE % y las cantidades de PVA y GC
usadas mejoraron tanto el tamafio como la carga superficial, otorgandole a la formulacion optimizada

propiedades de bioadhesividad y mucoadherencia

Los estudios de liberacion in vitro de péptidos desde sistemas nanoparticulados es un tema que genera
controversia, ya que el método por eleccion para definir el perfil de liberacion de péptidos o proteinas es el
método de la separacion por centrifugacion. Este método evita que péptidos o proteinas puedan adherirse a la

membrana de didlisis y limitar asi su paso hacia el medio receptor. Desafortunadamente, este método tiene
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mayores inconvenientes con respecto a la dialisis, entre ellos es la constante manipulacion de la muestra lo que
genera detecciones erroneas, mientras que en el método de dialisis, la muestra no tiene que ser separada de los
productos de degradacion y puede ser analizada directamente. Independientemente del método que se use para
cuantificar el péptido liberado, la deteccion y cuantificacion de estas moléculas estd asociado a problemas de
adsorcion a los materiales usados, a las pipetas y al mismo sistema de HPLC, lo que resulta en una respuesta
insuficiente y en una correlacion no lineal. Los problemas de adsorcion son mas criticos cuando se trabaja con
concentraciones bajas de péptido especialmente en soluciones acuosas. Es recomendable utilizar agentes como
tensoactivos para reducir la adsorcion del péptido a las superficies (196). Para efectos de realizar unas
detecciones que garantizaran la trazabilidad de los ensayos, se usé en el caso de P6-2 un agente reductor que
minimizo la formacion de oligomeros. También fue necesario en los ensayos de dialisis limitar el tiempo de los
ensayos a 10 horas para P6-2 y a 24 horas para E1P47. En un analisis objetivo de los perfiles de liberacion de
P6-2 y E1P47, se puede destacar que las determinaciones se realizaron de manera inequivoca, también se debe
tener en cuenta que la liberacion desde un medio amortiguador no es comparable con la liberacion que se puede
llevar a cabo en un sistema metabo6licamente activo como son las mucosas. Por lo tanto, los perfiles obtenidos
nos permitieron no solo confirmar la liberacion del péptido desde las NPs sino que ademas nos permitié hacer

un acercamiento de como se realizaria la liberacion del péptido en el tejido blanco.

Los estudios in vitro para evaluar la capacidad de las NPs para atravesar membranas asi como la potencial
nanotoxicidad. Respecto a la nanotoxicidad, tres mecanismos pueden ocurrir: 1) alteracion fisica de las
estructuras bioldgicas; (2) procesos de transferencia de electrones o de reacciones de 6xido-reduccion (3) por

elementos toxicos derivados de la disolucion de una nanoparticula (197).

La superficie de las NPs poliméricas determinan su interaccion tanto con las membranas bioldgicas como con
los modelos lipidicos de membrana. En cuanto a los modelos de membrana, estos son sistemas simplificados en
los que casi todos los parametros fisicos y quimicos son controlables, estos sistemas son particularmente
interesantes para evaluar la fijacion de las NPs a la membrana y su posterior ruptura (198). Por otro lado
mediante los estudios in vitro con cultivos celulares se puede determinar la efectiva interaccion de las NPs con
la membrana celular antes de la captacion. Diversos estudios enfocan sus esfuerzos en determinar los

mecanismos mediante los cuales las células son capaces de captar NPs hacia su interior.

Weissleder et al., (199) desarrollaron NPs modificadas en su superficie con el fin de dilucidar si dichas

modificaciones podian incrementar la afinidad de unidn especifica y revelar nuevas propiedades biologicas de
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los nanomateriales utilizados, los resultados demostraron que las pequefias moléculas utilizadas para llevar a
cabo modificaciones superficiales de las NPs tuvieron una alta especificidad por las células endoteliales,
macrofagos activados y células derivadas de cancer de pancreas. Musyanovych et al.,(83) disefiaron NPs con
diferentes tipos de polimeros, entre ellos Policaprolactona (PLC), PLLA y PLGA, en dichas NPs se incorpord
un marcador fluorescente hidrofilico para evaluar la eficiencia de retencion y la difusion de las NPs. En el
estudio se emplearon células Jurkat y HeLa. En los resultados de la cinética de captacion revelaron que las NPs

de PLLA y PLC fueron endocitadas mucho mas rapido que las NPs de PLGA

La cuantificacion de la captacion celular de NPs es otro importante aspecto a valorar respecto a la capacidad de
las NPs para atravesar barreras biologicas, asi mismo es también importante evaluar el destino de las NPs en los
tejidos, con el proposito de aumentar la administracion de farmacos a través de estos nanovectores y ademas de
disefiar NPs mas seguras, ya que este ultimo aspecto no es simplemente una cuestion de propiedades fisico-

quimicas que influencien los mecanismos que llevan a la captacion (200).

También es importante caracterizar la captacion de las NPs para comprender los mecanismos de nanotoxicidad,
sin embargo, la captacion real de las NPs sigue siendo un aspecto dificil de evaluar, debido a que las NPs
adheridas y las captadas no son facilmente diferenciables. Para superar este inconveniente, Vranic et al., (156)
usaron dos enfoques para distinguir las NPs fluorescentes adheridas de las internalizadas. Uno de ellos fue
mediante el uso del colorante azul de tripano que apaga la sefial fluorescente y el otro fue el analisis de las NPs
fluorescente internalizadas usando citometria de flujo por imagenes. Esta técnica permite definir el interior de la
célula para estudiar con precision la captacion de las NPs y descifrar la via endocitica implicada en las adsorcion

y captacion de las NPs.

Teniendo en cuenta los estudios mencionados y otras experiencias, nosotros utilizamos la citometria de flujo
como una herramienta para determinar la captacion de las NPSE1P47-FAM por células HeLa que expresan la
proteina de envoltura del VIH (Env-VIH). Desde este enfoque, pudimos examinar la nanotoxicidad y
discriminar aquellas NPs adheridas de las internalizadas. Para el desarrollo de este estudio, el poder profundizar
en aspectos como la posible afinidad que pudieran tener las GC-PLGA-NPs hacia Env-VIH, fue importante para
de alguna manera poder entrever el posible comportamiento de la formulacién en el epitelio vaginal y asi de

manera objetiva determinar si el propdsito para el cual fueron disefiadas las NPs es alcanzable.

En primera instancia es importante mencionar que las caracteristicas fisico-quimicas como tamafio y carga

fueron manipuladas para obtener NPs con rangos de tamafio que pudieran atravesar la malla de proteinas
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presentes en el moco que recubre el epitelio vaginal, ademas realizamos una pequefia modificacion de la
superficie de las NPs cubriéndolas con un polimero por naturaleza mucoadherente como lo es el GC, que
ademas de otorgarles una carga positiva, reduce sustancialmente el perfil de toxicidad. Ademas, los estudios
fueron realizados por diferentes periodos de tiempo desde 1 hasta 24 horas, teniendo en cuenta que el maximo

de tiempo en el que se puede realizar un estudio ex vivo con mucosas vaginales no puede ser mayor a 6 horas.

Nosotros observamos que después de 4 horas de incubacion de las HeLa-Env con las NPsE1P47-FAM,
aproximadamente el 50 % de ellas estaba adherida a la superficie y el 50 % se encontraban internalizadas,
también determinamos que después de 6 horas de incubacion, las NPsE1P47-FAM fueron citotoxicas, con lo

cual ensayos in vivo por mas de 5 horas no son apropiados, ya que podrian dar falsos resultados.

Con respecto a afinidad que las NPSE1P47-FAM pudieran tener hacia Env-VIH, es muy posible, ya que se debe
tener en cuenta que la interaccion entre NPs y membranas estad gobernada por un microambiente formado por
proteinas; como es bien sabido que en medios biologicos, las NPs son inicialmente rodeadas por una corona de
proteinas que dependiendo de su afinidad pueden determinar si las NPs pueden cruzar las membranas o no, con
lo cual el hecho que la Env-VIH pueda tener cierta afinidad hacia las NPSE1P47-FAM no es una idea que se

pueda descartar (201).

Algunas de las estrategias de lucha contra la expansion del VIH se han direccionado hacia el desarrollo de
microbicidas vaginales. La interaccion de nanotransportadores con el moco cervical es de suma importancia,
porque el moco puede ser considerado como un medio para mejorar la residencia y potencial biodisponibilidad.
Sin embargo, también plantea una importante barrera que tiene que ser superada para permitir que vectores
como las NPs alcancen el revestimiento epitelial subyacentes y penetren el tejido mucoso. En el caso que se
plantea en este trabajo, el superar el fluido cervicovaginal es una condicién esencial para liberacion vaginal de
los péptidos inhibidores de la fusion del VIH, en primera medida, los nanotransportadores deben ser retenidos
en el moco para evitar fugas vaginales y posteriormente migrar a través del moco hacia la superficie de la
mucosa. Para lograr alcanzar estos objetivos, es necesario utilizar en el desarrollo de las NPs, polimeros que
posean caracteristicas de adherencia y mucoadhesividad y optimizar los tamafios a rangos no superiores de 500
nm, que les permita atravesar la malla de proteinas presentes en el moco. Contando con estas premisas, nosotros
desarrollamos las NPs polimericas con tamafios entre 285 y 326 nm, recubiertas con GC para mejorar su

residencia e interaccion con la malla de mucina propia del moco cervical.
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Los principales acercamientos hacia la prevencion del VIH se han realizado usando explantes de mucosa de
animales, asi mismo el modelo animal se ha definido como el modelo elegido para valorar la habilidad de
diferentes nanovectores, de alcanzar el epitelio vaginal. Das Neves et al., (202) reportaron que NPs de
poly(e—policaprolactona) (PLC) cargadas con Dapivirina, podian mejorar la actividad antiviral y reducir la
toxicidad del farmaco. Posteriormente (134), los mismos autores describieron la preparacion y caracterizacion
de NPs de PLC cargadas con el mismo ATR y evaluaron su influencia en la penetracion y retencion de
Dapivirine en modelos celulares de monocapa derivados de la mucosa cervical y rectal. Los autores probaron
NPs de poly(e-policaprolactona) (PLC) revestidas con poly (etileno-oxido) (PEO), bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB) y lauril sulfato de sodio (SDS). Las NPs revestidos con PEO se mostraron capaces
de reducir la permeabilidad a través de las monocapas / tejidos, mientras que la modificacion de nanosistemas
con CTAB mejoraron el transporte. En el caso de recubrimiento NPs con SLS, la permeabilidad a la Dapivirina
no presente cambios. Todos los NPs aumentaron la retencion de farmaco en la monocapa / tejido en
comparacion con la dapivirina no formulada. Siguiendo en la misma linea, Cuhna-Reis et al., (203)
desarrollaron un nuevo sistema de liberacion intravaginal que comprendi6 la incorporacion de NPs cargadas con
dos diferentes ATR (Tenofovir,TFV y Efavirenz, EFV), en una base de pelicula polimérica o film. Las NPs de
PLGA libres y en film fueron caracterizadas y evaluadas tanto su distribucion genital, farmacocinética local y
sistémica de 24 horas, asi como su seguridad tras la administracion en un modelo murino. Las NPs en film,
fueron capaces de aumentar las concentraciones de EFV, mostrando valores 10 veces mas altos que el farmaco
libre; mientras que la exposicion sistémica de ambos fairmacos fue mas baja que la exposicion a los farmacos
libres. Asi mismo, se comprob6 que las NPs en film eran seguras a la administracion vaginal una vez al dia, sin

presentar cambios histologicos genitales significativos.

Como se puede apreciar, las NPs poliméricas administradas intravaginalmente son una propuesta prometedora
en la prevencion del VIH. Siguiendo con la idea de los autores, nosotros hemos querido incorporar en las GC-
PLGA-NPs los péptidos inhibidores de la fusion, como una nueva estrategia de prevencion. Hasta el momento,
no se sabe de otros estudios similares al desarrollado en este trabajo, plantandose este como una idea innovadora

y de alto impacto en el control de la infeccion por VIH.

Los estudios tanto ex vivo como in vivo llevados a cabo con péptidos incorporados en las GC-PLGA-NPs y los
péptidos no formulados dejan entrever, que las propiedades fisicoquimicas de las GC-PLGA-NPs, asi como su
revestimiento otorgaron a la formulacion capacidad para interaccionar con el moco cervicovaginal y alcanzar las

capa mas superficial de la mucosa vaginal. Por otro lado, valorando los niveles retenidos en la mucosa vaginal
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de cada uno de los péptidos usados en este estudio, tanto en su forma formulada como no formulada, nos
permite postular que la naturaleza anfifilica y la estructura propia de cada molécula pueden modular tanto su
permeacion como su penetracion. Al comparar los resultados obtenidos de las permeaciones ex vivo de NPsP6-2
con los estudios ex vivo de NPsE1P47, se puede inferir que la estructura de P6-2, particularmente la presencia
estratégica de cisteinas hacen que el péptido adquiera conformaciones ciclicas debido a la formacion de
oligomeros o dimeros intermoleculares provocando que el péptido se quede retenido en las capas mas
superficiales debido posiblemente a la interaccion con las cabezas polares de los fosfolipidos de membrana, con
lo cual la permeacion hacia la submucosa y posible exposicion sistémica sea casi imperceptible. En contraste
con lo ocurrido con las NPsSE1P47. En condiciones formuladas y no formuladas el péptido pudo permear hasta
alcanzar la submucosa y atravesarla, pudiendo valorarse su presencia el medio receptor, esto nos indica que el
péptido puede permear con mayor facilidad, sin embargo la cantidad retenida del péptido no formulado fue
mayor a la cantidad del péptido formulado, este comportamiento se atribuye a que las NPs liberan el péptido de
manera sostenida y controlada, mientras que en condiciones no formuladas, existe una mayor cantidad de
moléculas que interactian a la vez con la mucosa, reteniendo mayor cantidad de péptido. Controversialmente,
en los estudios in vivo, se encontrdé mayor cantidad de E1P47 formulado que no formulado, esto se atribuyod a
que el péptido no formulado fue degradado por las enzimas presentes en el moco mientras que el péptido

formulado pudo alcanzar el epitelio e interaccionar con los espacios intercelulares.

Este trabajo plantea un primer acercamiento en el desarrollo de nanosistemas como vectores de péptidos
inhibidores de la fusién del VIH y su liberacion en tejidos susceptibles a la infeccion como lo es la mucosa
vaginal. Seria interesantes explorar nuevas plataformas para la incorporacion de estas prometedoras moléculas o
de las mismas NPs cargadas con los péptidos y optimizar nuevos sistemas de estudios in vivo-ex vivo que
permitan evaluar no sélo la capacidad de permeacion y penetracion de los vectores sino ademas evaluar la

eficacia de los mismos.
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> Los péptidos lineales P6-2 y E1P47 y sus derivatizados fluorescentes, fueron sintetizados con éxito
siguiendo la metodologia de sintesis en fase solida (SPPS), empleando la estrategia Fmoc/tBu. La
caracterizacion analitica por RP-HPLC y espectrometria de masas, confirmé que los péptidos sintetizados
correspondieron a las secuencias deseadas.

> Tanto las modificaciones realizadas al método de la doble emulsién, como la seleccion de los factores
mas relevantes empleados para el disefio y fabricacion de las GC-PLGA-NPs, fueron los aspectos mas
importantes en el desarrollo de NPs con propiedades fisicoquimicas y morfoldgicas, Optimas para la
encapsulacion y liberacion de los péptidos sintéticos utilizados para este estudio. Los estudios de interaccion
péptido-polimero pusieron de relieve que las NPs de GC-PLGA- optimizadas, no mostraron interacciones entre
componentes ni dafios en la estructura del péptido encapsulado como consecuencia del método de fabricacion.

> Los métodos utilizados para cuantificar el péptido tanto encapsulado como liberado fueron lineales,
precisos y exactos.

> La carga superficial, asi como las caracteristicas de mucoadhesividad de las GC-PLGA-NPs fueron
cruciales para la interaccion con las membranas celulares y su posterior captacion por las células. Esto fue
indicativo de la capacidad de las GC-PLGA-NPs para atravesar barreras biologicas.

> Los estudios de permeacion ex vivo y penetracion pusieron de relieve que las GC-PLGA-NPs, cargadas
con P6-FAM, son capaces de atravesar la barrera que recubre la mucosa vaginal y alcanzar la capa mas superior
del epitelio, difundiéndose a la capa subyacente, mediante un mecanismo de difusiéon pasiva, liberando el
péptido inhibidor de la fusion del VIH, en el lugar donde se inicia la propagacion del virus.

> Las GC-PLGA-NPs protegen de la degradacion enzimatica y de las modificaciones que pueden sufrir
los péptidos a causa de los componentes del fluido vaginal. Asi mismo, no producen irritaciones 0
inflamaciones del epitelio vaginal, en este sentido, se consideran sistemas seguros.

> Por las propiedades fisicoquimicas, morfologicas, de bioadherencia y por la ausencia de toxicidad las

GC-PLGA-NPs pueden considerarse como una plataforma util para el desarrollo de un microbicida anti-VIH.
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