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Resumen y Abstract IX

Microencapsulacién de péptidos sintéticos en co-polimeros de
poli(lactico-co-glicélico) (PLGA): Efecto de la hidrofobicidad del
péptido

Resumen

En el presente estudio se evalu6 el efecto de la hidrofobicidad de péptidos sintéticos
durante su microencapsulacion en sistemas microparticulares elaborados con PLGA. De
la base de datos de la Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC), fueron
preseleccionadas 280 secuencias peptidicas disefiadas y evaluadas como potenciales
candidatos en la busqueda de una vacuna sintética contra la malaria, y se clasificaron en
tres grupos, segun su indice de hidropaticidad (hidrofilico, neutro e hidrofébico). De estas,
seis secuencias (dos por cada grupo) fueron seleccionadas y sintetizadas por sintesis de
péptidos en fase sdlida (SPPS) mediante la estrategia t-Boc/Bzl y fueron adecuadamente
caracterizadas y purificadas. Posteriormente, estos péptidos se encapsularon en
microparticulas elaboradas con el co-polimero PLGA 50:50 por la técnica de doble
emulsion-evaporacion del disolvente (W/O/W). Los sistemas microparticulares fueron
evaluados en su tamario, forma, carga, eficiencia de encapsulacion y el perfil de liberacion
in vitro. Los resultados de este trabajo indicaron que independientemente del indice de
hidropatia de las secuencias, fue posible obtener estos péptidos con alto grado de pureza
mediante la metodologia SPPS estrategia t-Boc/Bzl. Ademds, que el caracter hidrofébico
del péptido encapsulado afecté en mayor o menor proporcién en cada una de las variables
evaluadas en los sistemas microparticulares, siendo més relevante en la carga, eficiencia

de encapsulacion y en el perfil de liberacion.
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Palabras clave: Microencapsulacion, PLGA, doble emulsion-evaporacion del disolvente,
hidrofobicidad, SPPS, péptidos sintéticos.
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Microencapsulation of synthetic peptides in poly (lactic-co-

glycolic) copolymers (PLGA): Effect of peptide hydrophobicity

Abstract

In the present study the effect of the hydrophobicity of synthetic peptides during
microencapsulation in microparticulate systems based on PLGA was evaluated. From the
database of the Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC) were preselected
280 peptide sequences designed and evaluated as potential candidates in the search for a
synthetic vaccine against malaria and were classified into three groups, according to their
hydropathic index (hydrophilic, neutral, and hydrophobic). Of these, six sequences (two for
each group) were selected and synthesized by solid phase peptide synthesis (SPPS) using
the t-Boc/Bzl strategy and were adequately characterized and purified. These peptides
were subsequently encapsulated in microparticles prepared with the PLGA 50:50
copolymer by the double emulsion-solvent evaporation technique (W/O/W). The
microparticulate systems were evaluated for size, shape, charge, encapsulation efficiency,
and in vitro release profile. The results of this work indicated that regardless of the
hydropathic index of the sequence it was possible to obtain these peptides with a high
degree of purity by the SPPS methodology t-Boc/Bzl strategy. Furthermore, the
hydrophobic character of the encapsulated peptides affected to a greater or lesser extent
each of the variables evaluated in the microparticulate systems, being more relevant in the

charge, encapsulation efficiency and in the release profile.

Keywords: Microencapsulation, PLGA, double emulsion-solvent evaporation,
hydrophobicity, SPPS, synthetic peptides
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Introduccion

Actualmente biomoléculas de caracter proteico, peptidico, hormonas y acidos nucleicos,
entre otros, se han empleado en el disefio y desarrollo de novedosos ingredientes
farmacéuticos activos (IFAs) para el tratamiento de diferentes patologias. Sin embargo, la
naturaleza fisicoquimica y bioquimica de estas moléculas presentan algunos retos para su
administraciéon, debido a diferentes factores como son cortos tiempos de vida media,
reacciones de degradacion o desnaturalizacion de estas moléculas en el organismo e
inestabilidad durante su biodistribucién [1]. Por esta razon se ha profundizado en la
investigacion de sistemas de entrega que permitan superar estas limitaciones y asi
administrar de manera eficiente estos IFAs, ya que estos sistemas cuentan con grandes
ventajas como son proteger estas moléculas de procesos de degradacion quimica o

enzimatica, modular su liberacion y dirigirla a las células blanco.

Los péptidos como IFAs se pueden obtener de manera natural o sintética y estos mismos
son esenciales en la investigacién y en el desarrollo de nuevos productos de uso
terapéutico y de diagnéstico; ya que participan en procesos de sefalizacion, regulacion o
en una gran variedad de procesos fisiologicos de defensa, inmunidad, crecimiento,

homedstasis y reproductivos [2].

En la Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia - FIDIC los péptidos sintéticos se
han constituido como una alternativa para el desarrollo de métodos inmunoprofilacticos y
para esto especificamente se han disefiado y evaluado diferentes péptidos sintéticos como
potenciales candidatos en la blusqueda de una vacuna sintética contra la malaria.
Actualmente la FIDIC ha venido desarrollando un nuevo concepto de vacunas
guimicamente sintetizadas, y hasta la fecha en el Instituto se han sintetizado cerca de
43,000 péptidos derivados de secuencias proteicas propias de microrganismos
infecciosos. La principal investigacion esta enfocada en secuencias peptidicas derivadas
de proteinas de Plasmodium falciparum (Pf) que han sido identificadas como potenciales

candidatas en el desarrollo de una vacuna sintética contra la malaria. En 1988 la FIDIC
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sintetizo un péptido quimérico de 45 residuos derivado de tres fragmentos de proteinas de
merozoito y un motivo de unién de una proteina del estadio de esporozoito mediante SPPS
[3,4] que se denomind SPf66 y este fue el primer enfoque de una vacuna sintética

multiepitope y multiestadio contra la malaria.

Posteriormente, con el propdsito de desarrollar un sistema que permitiera la administracion
eficiente del péptido SPf66 se realizaron diferentes estudios basados en el proceso de
encapsulacion en microparticulas elaboradas con polimeros biodegradables. Esta
molécula fue estudiada en diferentes sistemas de liberacion elaborados con co-polimeros
de PLGA con proporciones de 50:50 y 75:25. A estos sistemas se les determiné tamafio
de particula, morfologia, eficiencia de encapsulacion, cinética de liberacion y actividad
biolégica, encontrando que las microesferas obtenidas presentaron un tamafio promedio
de particula de 1 um, apropiado para la captacién por macrofagos y la integridad de la
molécula encapsulada se mantuvo después del proceso de microencapsulacion. Ademas,
la respuesta inmune obtenida al evaluar este sistema de entrega, se aumentd en
comparacion con la obtenida cuando se administrd6 con hidroxido de aluminio y fue
comparable a cuando se emulsifico la SPf66 con adyuvante de Freund en los estudios de
inmunogenicidad realizados en un modelo murino [5]. En otros estudios preclinicos de este
sistema de entrega se evaluaron diferentes vias de administracion como la intradérmica,
subcutanea, oral e intranasal [6]. Asi como también se evalué en un modelo murino y
primate no humano la administracion en una Unica dosis de una mezcla de dos
formulaciones de microesferas de PLGA obteniendo altos y duraderos titulos de

anticuerpos antipéptido [7].

Considerando la eficiente encapsulacion y liberacién de la SPf66 [5] y teniendo en cuenta
gue la nueva vacuna sintética que se esta desarrollando en FIDIC esta compuesta por
diferentes péptidos sintéticos, se han considerado las microparticulas de PLGA como un
sistema de administracién prometedor para esta vacuna. Adicionalmente, este sistema de
entrega se presenta como un producto liofilizado estable a condiciones normales de
humedad y temperatura; evitando asi las cadenas de frio que requieren las vacunas
convencionales y que hacen dispendioso su transporte a zonas endémicas y/o de dificil
acceso. De esta forma se permite un facil manejo de la formulacion ya que lo Gnico que se
requiere hacer es reconstituir las microesferas liofilizadas en solucion salina isotdnica justo

antes de ser administradas.
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Actualmente, la candidata a vacuna sintética contra la malaria que esta siendo desarrollada
en FIDIC se compone de diferentes péptidos que tienen entre 18 y 20 residuos de
aminodcidos. Sin embargo, las secuencias de interés presentan diferencias en sus perfiles
anfipaticos ya que entre estas hay péptidos hidrofébicos, neutros e hidrofilicos; siendo esta
diversidad la que se constituye en una dificultad para su formulacion final y por lo cual se
planted la siguiente pregunta de investigacion: ¢ Es el caracter hidrofébico de un péptido
sintético, un parametro fundamental que afecta la técnica de microencapsulacion en
un sistema microparticulado elaborado con un co-polimero de PLGA? Teniendo en
cuenta lo expuesto anteriormente, el presente trabajo busca establecer una relacion entre
la hidrofobicidad de los péptidos sintéticos y el proceso de microencapsulacion basado en
la formacion de una doble emulsién y posterior evaporacién del disolvente (W/O/W) en

donde no se vea afectada la integridad de las moléculas peptidicas.

Con el propoésito de sugerir una solucién a la pregunta planteada se enunci6 la siguiente
hipétesis: “El proceso de encapsulacién de un péptido sintético, en un sistema
microparticulado elaborado con un co-polimero de PLGA es afectado por el caracter
hidrofébico de la molécula peptidica”. Para comprobar dicha hipétesis se plante6 el
siguiente objetivo general: Determinar el efecto de la hidrofobicidad de péptidos
sintéticos en el proceso de microencapsulaciéon en sistemas microparticulados

elaborados a base de co-polimero de PLGA.

Los resultados derivados de este trabajo permitieron comprobar el efecto del caracter
hidrofébico del péptido encapsulado en los atributos de las microparticulas, asi como el
efecto de las variaciones realizadas al proceso de encapsulacién sobre el sistema
microparticular obtenido. Este estudio profundizé en el conocimiento para el desarrollo de
un sistema de liberacién elaborado con un co-polimero de PLGA que permita la

administracion de los péptidos sintéticos como IFAs de la vacuna en desarrollo.






1. Sistemas de entrega para péptidos sintéticos

1.1 Sintesis de péptidos

La sintesis de péptidos ha sido un area de gran desarrollo en el ambito quimico permitiendo
obtener moléculas de interés bioldgico y en la actualidad sigue siendo un campo
ampliamente estudiado. La SPPS fue propuesta en 1963 por Bruce Merrifield y por este
desarrollo se le otorgd el premio Nobel de Quimica en 1984 [8]. Lo novedoso de esta
estrategia de sintesis es que a un soporte sélido o resina insoluble e inerte quimicamente
se anclan covalentemente uno a uno los aminoacidos de la secuencia peptidica de interés.
Por otra parte, permite hacer una rapida filtracién y lavados de los subproductos solubles

de las reacciones involucradas en el proceso de sintesis del péptido.

Las ventajas de emplear este soporte en SPPS a diferencia de la sintesis en solucion es
gue permite un control apropiado del sistema resina-péptido durante la elongacién de la
cadena peptidica, evitando asi los pasos de purificacion en cada reaccién de acople que
afectan significativamente el rendimiento del proceso sintético y es por lo cual la SPPS

permite obtener mayores rendimientos globales en la sintesis de péptidos.

A pesar de las ventajas que ofrece la SPPS esta metodologia presenta algunas
desventajas debido al gran nimero de reacciones quimicas involucradas en los pasos de
sintesis, durante la remocién de los grupos protectores de cadenas laterales de algunos
aminodcidos y al desanclar el péptido del soporte sélido. Ademas, se presentan dificultades
sintéticas causadas por la complejidad inherente de algunas secuencias peptidicas como
son la longitud del péptido, impedimentos estéricos o fenébmenos de agregaciéon. Por lo
cual el desarrollo de nuevas resinas, activadores y grupos protectores de cadenas laterales

es campo de investigacion activo para solventar los fendmenos de ineficiencias sintéticas.

En la sintesis de péptidos se deben seguir una serie de pasos como se muestran en la
figura 1-1 donde se esquematiza la metodologia general de la SPPS, la cual se lleva a

cabo desde el extremo carboxilo al extremo amino de la secuencia de interés. Se parte de
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una resina que es el soporte solido, al cual se acopla el primer aminoacido actuando como
punto de anclaje de la cadena peptidica en crecimiento. Cada uno de los aminoacidos
acoplados estan protegidos en su grupo alfa-amino y en caso de ser necesario aquellos
aminodacidos con funciones quimicas reactivas en su cadena lateral tienen un grupo

protector adicional.

Para la reaccion de acople el aminoacido a acoplar debe activarse previamente en el grupo
carboxilo para favorecer la formacion del enlace peptidico con el grupo alfa-amino del
aminodacido inmediatamente anterior. Finalizada la reaccion de acople, se desprotege y
neutraliza el grupo alfa-amino del aminoacido acoplado de tal manera que este grupo
queda disponible para la formacion del enlace peptidico con el siguiente aminoacido de la
secuencia. Se realizan estos pasos de acople y desproteccion de acuerdo con la longitud
de la secuencia y una vez finalizado el proceso sintético se remueven los grupos

protectores de las cadenas laterales y se desancla el péptido del soporte sélido.

Figura 1-1. Esquema general de la SPPS.

Desprotecclon Acople
ARl AA1 R <>_ AA1 ¥
Acople (-H,0) ( H0)
Remocién de
B grupos
esproteccion T protectores e
R A* M
Acople Desanclaje

Peptldo de interes

e
. Aminoacido pre-activado Grupo protector Grupo protector _’_ -
G Resina rA‘ en el grupo carboxilo del alfa-amino m de cadena lateral Enlacs:amiida

El soporte solido es un material insoluble e inerte quimicamente que presenta unas
caracteristicas fisicas particulares de hinchamiento y solvatacion segun el solvente en el
gue se encuentre. Para sintetizar mas de un péptido a la vez se recurre al desarrollo de

sintesis simultdnea de péptidos propuesto en 1985 por Richard Houghten [9], en donde la



Capitulo 1 7

Figura 1-2. Representacion resina o soporte solido se dispone dentro de
esquematica de los reactores un reactor fabricado con una malla de
empleados en la sintesis. polipropileno analogo a una bolsa de té, como

se muestra en la figura 1-2. Esta técnica

permite realizar los lavados vy filtraciones del
sistema resina-péptido de una manera
eficiente.
M -
P o] - 1 3 . H
155 ;“ = ‘:} Otro desarrollo importante en la SPPS ha sido
s A S e I . . .
- tENSa s en los brazos o linkers que funcionalizan el
o 0 0 0 5 O O
- 10 soporte solido. Estos son considerados de

gran importancia, ya que determinan la
funcion quimica resultante en el extremo carboxilo del péptido una vez finalizado el proceso

sintético.

Los péptidos se pueden sintetizar usando las estrategias t-Boc/Bzl o Fmoc/tBu y el
esquema general de sintesis mostrado anteriormente en la figura 1-1 aplica para las dos
estrategias. Ambas estrategias requieren de pasos sucesivos de acople, desproteccion del
grupo alfa-amino, posterior remocion de grupos protectores de las cadenas laterales y
finalmente el desanclaje del péptido sintetizado; diferenciandose las dos técnicas en el uso
de reactivos especificos en cada paso. La estrategia t-Boc/Bzl corresponde a una quimica
acida, donde se emplea acido trifluoroacético (TFA) para desproteger el grupo alfa-amino
y el desanclaje del péptido se realiza en dos pasos. En el primer paso se utiliza baja
concentracion de fluoruro de hidrogeno (HF) para la remocién de los grupos protectores
de algunas cadenas laterales [10] y en el segundo paso se utiliza alta concentracion de HF

para liberar la cadena peptidica de la resina.

Por el contrario, en la estrategia Fmoc/tBu la remocion del grupo protector del alfa-amino
se realiza con una solucién de piperidina en N,N-dimetilformamida mientras que la
desproteccién de grupos protectores de cadenas laterales y el desanclaje final del péptido
se lleva a cabo en un solo paso, empleando en la mayoria de los casos un coctel de TFA,
agua, triisopropilsilano y etanoditiol. Los péptidos seleccionados para este estudio se
sintetizaron siguiendo la estrategia t-Boc/Bzl y mas adelante en el apartado de metodologia

seran explicadas al detalle las condiciones empleadas durante el proceso de sintesis.
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El péptido modelo SPf66 empleado en este estudio corresponde a la primera vacuna
sintética desarrollada contra la malaria y fue sintetizado siguiendo la estrategia t-Boc/Bzl.
Este antigeno esta compuesto de 45 residuos de aminoacidos derivados de proteinas de
los estadios merozoito y esporozoito del P. falciparum, la cual contiene epitopes de una
proteina de membrana del estadio de merozoito (MSP1) correspondiente al fragmento de
83 kDa y dos fragmentos de la proteina RESA de 55 y 35 kDa, ademas del motivo de unién
PNANP de la proteina de circumsporozoito (CS) empleada como espaciador entre los
fragmentos mencionados [11]. La primera aproximacion de esta vacuna sintética contra la
malaria SPf66 y que fue sintetizada en FIDIC se adsorbi6 en Alhydrogel y al ser probada
en humanos mostré una eficacia del 39 % en Colombia, 55 % en Venezuela y 66 % en
Ecuador. Cabe mencionar que la eficacia fue menor al realizarse los estudios clinicos en
paises de Africa (Tanzania 31 % y Gambia 8 %) y de Asia (Tailandia -9 %) [12—17], esto
pudo deberse a que en estos estudios emplearon una SPf66 sintetizada y polimerizada

con metodologias diferentes a las empleadas con la molécula obtenida en la FIDIC.

1.1.1 indice de GRAVY

Con el fin de analizar como se distribuyen los péptidos sintetizados en términos de su
hidropaticidad se determind el indice de GRAVY (IG) para diferentes secuencias peptidicas
considerando que este indice esta determinado por la secuencia y su composicién de

aminodacidos y que a su vez podria tener un efecto en el proceso de microencapsulacion.

El indice de GRAVY se determina a partir de una escala de hidropatia en la que a cada
aminoacido se le atribuye un valor que refleja su hidrofilicidad e hidrofobicidad relativa
segun el algoritmo de Kyte y Doolittle. Los valores de la escala para los 20 aminoacidos
oscilan entre -4,5 a 4,5 donde estos valores se obtuvieron determinando la energia libre
asociada a la transferencia de un residuo desde un disolvente acuoso a otro que imita las
caracteristicas del interior de una membrana citoplasmatica. El valor del indice se calculé
a partir de la sumatoria de los valores de hidropatia asignados a cada uno de los

aminoacidos dividido entre el nimero de residuos de la secuencia [18].

En la figura 1-3 se muestra la escala de hidropaticidad y los valores asignados a cada uno
de los aminoacidos naturales. Valores negativos en la escala indican que esos
aminoacidos presentan un caracter hidrofilico y estan representados en color azul,

aquellos en color verde presentan valores positivos e indican un caracter hidrofébico.
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Como se puede observar en la representacion de las cadenas laterales, los aminoacidos
hidrofébicos generalmente presentan una cadena lateral alifatica, mientras que la mayoria

de los hidrofilicos presentan grupos funcionales ionizables en sus cadenas laterales.

Figura 1-3. Escala de hidropaticidad y representacion de la cadena lateral de los 20

aminoacidos naturales [18].
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En cuanto al significado del indice de GRAVY, un valor negativo indica que la secuencia
evaluada tiene propiedades hidrofilicas similares al de una proteina globular, mientras que
un valor positivo indica que la secuencia evaluada tiene propiedades hidrofébicas y es
analoga a una proteina transmembranal.
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1.2 Microencapsulacion

Existen diferentes técnicas para la elaboracion de sistemas a base de PLGA entre las
cuales estan las de emulsién-evaporacion, las de formacion in situ de microparticulas,
separacion de fases, técnicas de fusién, fluidos supercriticos y secado por pulverizacion,
entre otras [19]. En la tabla 1-1 se muestran las técnicas mas empleadas para la obtencién
de estos sistemas de las cuales hay dos metodologias que se destacan en la elaboracion
de sistemas microparticulares, una es la de separacion de fases y la otra es la de

evaporacion/extraccion del disolvente.

Tabla 1-1. Técnicas mas empleadas para la microencapsulacién de IFAs en co-polimeros
de PLGA.

Especificaciones y ventajas

Tecnica Caracteristicas del IFA. Desventajas Ref
Emulsién sencilla (O/W)
Controlar tamafio de particula Baja eficiencia de carga
final [20,21]
Soluble en la fase organica Liberacién incompleta
Moléculas insolubles en agua
Doble emulsién (W/O/W) Proceso de emulsificacion
Emulsion- | Controlar tamafio de particula Suelde aer’CtaIr la integridad
evaporacién | final con métodos de e la molecula
del homogenizacion _ o
disolvente Se incorpora en la primera fase | Baja eficiencia de carga | [5,22]
acuosa debido a solubilidad en la
L . fase externa
Péptidos o] moléculas
pequefias Liberacién incompleta
Dispersion (S/O/W) Pérdida del IFA por
Dispersion en la disolucion del | solubilidad en la fase [23,24]
polimero acuosa

Inducida por adicién de un no-
solvente o cambio de temperatura
Separacién | Moderada eficiencia de

de fases encapsulacion
IFA se disuelve o suspende en

la fase

Trazas del no-solvente en
el producto final

[25,26]
Fendmenos de agregacion
de particulas

Atomizacion de la disolucion o | pegradacion del IFA por

corriente de un flujo de gas

Secado por caliente Aglomeracion del sistema | [27,28]
atomizacion | Facilmente escalable, proceso | optenido
sencillo

EStab|e térmicamente Equ|p0 especializado
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La metodologia de separacion de fases o coacervacion es un método donde se disuelve
el polimero en un solvente organico y la molécula de interés es disuelta en agua para
formar una emulsién; seguidamente se induce la separacion de fases al adicionar un no-
solvente a esta mezcla. Este agente no-solvente propicia la formaciéon de un coacervado
gue es una fase con alto contenido del polimero. Sin embargo, las goticulas de coacervado
son muy blandas en esta etapa, razén por la cual se adiciona un agente precipitante con
el fin de obtener un sistema microparticulado de mayor consistencia. El agente coacervante
y el precipitante deben ser miscibles con el disolvente del polimero y al mismo tiempo

inmiscibles en agua.

En cuanto al método de evaporacion/extraccion del disolvente hay diferentes técnicas de
microencapsulacién. La eleccion de la técnica a emplear depende de las caracteristicas
fisicoquimicas del IFA y del polimero. Entre estas técnicas estd el método de emulsion
simple O/W, en donde la fase organica que contiene el polimero junto con el IFA es
emulsificada en una fase acuosa externa que contiene un agente emulsificante. Finalizado
el proceso de emulsificacion se favorece el endurecimiento de las microparticulas por la
eliminaciéon del solvente organico. Hay mdltiples variaciones a esta técnica como la
emulsién O/O, en donde se emulsifican dos fases de naturaleza oleosa u organica
completamente inmiscibles; la S/O en donde el IFA en estado sdlido es dispersado en la

fase oleosa, la cual después es emulsificada con una fase acuosa.

Ademas de las técnicas mencionadas anteriormente estan los métodos de emulsion
multiple; entre estos se destaca el método de la emulsion agua/aceite/agua (W/O/W) que
proporciona la ventaja de encapsular IFAs hidrofilicos e hidrofébicos, entre los cuales se
ha logrado encapsular eficientemente varios péptidos y proteinas [29]. El principio activo
se disuelve en agua mientras que el polimero se disuelve en una fase organica y con ellas
se prepara una primera emulsién (W/O) que actla como contenedor interno del IFA,
protegiéndolo de degradaciones enzimaticas u otras reacciones que afecten su integridad.
Luego esta primera emulsion es homogenizada una vez mas con una fase acuosa externa
gue contiene el agente emulsificante formando un sistema W/O/W. Posterior a la formacién
de la doble emulsion se debe favorecer la insolubilidad del polimero por evaporacién del
solvente organico y formando las microparticulas que contienen el IFA encapsulado
[30,31].
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Los sistemas microparticulares de PLGA obtenidos por esta metodologia presentan
liberaciones sostenidas en el tiempo. Hasta hace poco la encapsulacion estaba restringida
a moléculas pequefias, sin embargo, el desarrollo de nuevos polimeros y nuevas
metodologias de microencapsulacion han generado que diferentes grupos de investigacion
se interesen en este campo, particularmente en la microencapsulacion de péptidos

sintéticos y proteinas utilizados como antigenos [32,33].

1.2.1 El polimero

El polimero poli(lactico-co-glicolico) o PLGA es un co-polimero biodegradable,
biocompatible que actualmente esté siendo ampliamente estudiado para la elaboracién de
medicamentos [34,35]. La primera aplicacion que se le dio al PLGA fue como material de
sutura clinica gracias a su completa biodegradacion in vivo y desde ahi investigadores
alrededor del mundo han llevado a cabo numerosos estudios con el fin de emplearlo en
implantes, protesis o en sistemas de liberacion de IFAs [36]. Siendo objeto de estudio en
las &reas de investigacion clinica y de ciencia basica que buscan desarrollar continuamente
nuevas aplicaciones para este material en el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares, cancer, en el campo de la ingenieria de tejidos y durante las Ultimas dos
décadas ha sido estudiado en el area de sistemas de entrega de vacunas [37], razdn por
la cual se seleccion6 este polimero como material base para la elaboracién de

microparticulas cargadas con péptidos sintéticos.

El PLGA es un polimero sintético tipo poliéster que se puede obtener por diferentes rutas
sintéticas entre las que se destacan la de policondensacion lineal de los hidroxiacidos, la
cual genera co-polimeros con pesos moleculares inferiores a 10,000 Da. Y la que se da
por medio de la apertura del anillo de las lactonas correspondientes a los dimeros ciclicos
en presencia de catalizadores a condiciones controladas de temperatura y presion con la
gue se obtienen PLGA de altos pesos moleculares [38,39]. Ademas, se debe tener en
cuenta que la secuencia de los monémeros que conforman el co-polimero esta

directamente relacionada con el hinchamiento y la erosion del mismo [40].

La figura 1-4 muestra de manera general el proceso de sintesis y degradacion completa
de este biomaterial. El proceso de degradacion se da por la ruptura hidrolitica generada
por el contacto con fluidos acuosos; durante la hidrélisis del enlace éster el polimero se

degrada hasta sus unidades monomeéricas generando &cido lactico y glicélico. Que
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posteriormente son metabolizados por el organismo via ciclo de Krebs donde son
degradados hasta diéxido de carbono y agua [41], raz6n por la cual este biomaterial no
presenta toxicidad en el organismo y ha sido aprobado por la Food and Drug Administration

(FDA) para su uso en humanos [34].

Figura 1-4. Sintesis a partir de los dimeros ciclicos y degradacién del co-polimero de
PLGA [42].
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Existe una gran diversidad en los tipos de PLGA disponibles comercialmente que se
diferencian en la relacion de los monémeros que lo componen, se denota en primer lugar
la proporcion de acido lactico seguido por el valor correspondiente al contenido de acido
glicdlico. Los co-polimeros méas empleados en investigacion son de proporcion 50:50 y
75:25, sin embargo, se pueden encontrar en el mercado diferentes proporciones para fines
mas especificos. De estos ejemplos, el primero tiene la misma proporcion de acido lactico
y glicélico, y el segundo tiene mayor proporcion de acido lactico. Asi mismo, el polimero
se puede seleccionar en funcion de su peso molecular y segun la funcionalizacién del
grupo terminal que puede ser de tipo acido o éster. Todos estos parametros determinan la
velocidad de degradacion del material y por tanto se deben escoger adecuadamente segun
el tipo de liberacion que se requiera. Es necesario tener en cuenta que a mayor proporciéon
de &cido lactico 0 a mayor peso molecular se requerira mas tiempo para la degradacién de

este material [42].

De acuerdo con lo anterior, entre los dos tipos de PLGA méas empleados el 50:50 se
degrada a una mayor velocidad que su contraparte el PLGA 75:25, que contiene mayor
proporcion de &cido lactico. Otra propiedad de este material para tener en cuenta es la

temperatura de transicion vitrea (Tg) la cual estd directamente relacionada con el peso
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molecular y es determinada por la cantidad de &cido lactico, donde a mayor proporcién de
esté mondémero el valor de Tg incrementa y generalmente el valor de Tg para estos co-
polimeros es superior al de la temperatura corporal [34,42]. En cuanto a su solubilidad,
estos polimeros son solubles en solventes organicos e insolubles en agua, aunque son

degradados por la accidn hidrolitica sobre el enlace éster.

En resumen, las propiedades del PLGA de ser biodegradable, biocompatible, diferentes
proporciones, variedad de pesos moleculares y funcionalidad quimica determinan la
cinética de degradacion han hecho que este material sea ampliamente estudiado y
utilizado en el desarrollo de sistemas de entrega de liberacién controlada de numerosos
IFAs.

1.2.2 Microparticulas de PLGA

Existen diferentes tipos de sistemas de entrega que se usan como vehiculos para
administrar gran variedad de IFAs y dependiendo de la distribucion del principio activo en
el biomaterial se obtiene un sistema matricial o de reservorio. Para el primer caso, el
componente activo se encuentra distribuido a lo largo de la matriz y en el segundo la

molécula de interés esta en el centro rodeado por una capa de biomaterial.

Entre el gran repertorio de tipos de sistemas de entrega estan los liposomas, virosomas,
ISCOMSs (Immune stimulating complexes), VLPs (Virus-like particles) o de tipo particulado
ya sea de materiales poliméricos de origen natural o sintético, entre otros [43—47]. Entre
estos, los mas estudiados para la administracién de vacunas o inmunoterapia son las
microesferas y los liposomas [48]. Los sistemas liposomales son vesiculas formadas por
una bicapa fosfolipidica que ademas cuenta con un ndcleo acuoso. El principio activo se
puede distribuir en la superficie, intercalarse en la bicapa o puede estar atrapado en el

ndcleo, sin embargo, este sistema presenta recurrentes problemas de estabilidad.

En cuanto a las microesferas como un sistema matricial estas pueden ser elaboradas a
partir de materiales naturales (albumina, quitosano, alginato, entre otros) o sintéticos
(Poliacrilamida, policaprolactona, poli lactico-co-glicélico, etc.) para la liberacién de un gran
namero de IFAs [49,50]. Para estos sistemas microparticulados la liberacion del

componente activo se da mediante procesos de degradacion y/o erosion del material.
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Con respecto a las microesferas como sistemas microparticulares a base de PLGA, estas
han sido ampliamente estudiadas en el desarrollo de sistemas de liberacién de una gran
variedad de componentes activos como moléculas de DNA, RNA, factores de crecimiento,
péptidos, proteinas y moléculas convencionales [32,33,51-55]. La principal ventaja de este
biomaterial es que ademas de que se puede realizar una administracién local o dirigida el
sistema protege la integridad de las moléculas encapsuladas evitando su degradacién
enzimatica, permitiendo una liberacién controlada del componente activo y en algunos
casos permite direccionar la entrega del contenido del sistema a una célula en especifico
[56].

Figura 1-5. Mecanismo general de degradacion y erosion de una microparticula de PLGA

durante la liberacion del IFA.
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La liberacion del IFA de un sistema microparticulado a base de PLGA se muestra en la
figura 1-5 y ocurre cuando se da el fenémeno fisico de erosién de la microparticula, que a
su vez propicia un fenémeno quimico de degradacion del polimero [44]. El proceso de
degradacién tiene lugar cuando la particula entra en contacto con fluidos acuosos, donde
la difusion de agua hacia el interior de la microparticula genera la hidrélisis del enlace éster,
favoreciendo la formacién de los mondmeros de los 4cidos correspondientes. En este caso,
el principio activo que esté adsorbido sobre la superficie del sistema es liberado a medida

que se da el mecanismo de degradacion.

En esta etapa de degradacién el ambiente 4cido generado dentro del sistema favorece la
autocatdlisis del polimero durante la erosién de la particula. En este punto se genera una
matriz altamente porosa que permite la difusién de los oligdbmeros hacia el exterior a través
de los canales de la microparticula, generando una pérdida en la masa del PLGA y
liberando el IFA por difusion a través de los poros hasta que se da la completa degradacion
del polimero [57].
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1.3 Caracterizacion de sistemas microparticulares

Con el fin de determinar si los sistemas microparticulares obtenidos por el método de doble
emulsion-evaporacion del disolvente pueden ser empleados como sistema de liberacion
se deben evaluar varios parametros que permitan caracterizar los sistemas en referencia
a su tamafo, forma, carga y eficiencia de encapsulacién, perfil de liberacién in vitro e
integridad de la molécula encapsulada. Y asi determinar si el sistema elaborado cumple
con los requerimientos planteados en la investigacion para ser empleado como un sistema

de liberacién prolongado de vacunas basadas en péptidos sintéticos.

La caracterizacion del tamafio de particula de las microesferas de PLGA se realiza en la
mayoria de los casos por la técnica de dispersion de luz y difraccion de luz laser (DLS por
sus siglas en inglés). Esta técnica permite determinar el tamafio promedio e indice de
polidispersidad de la muestra analizada. Estos dos pardmetros estan determinados
principalmente por el tiempo y por la intensidad de homogenizacion durante el proceso de
preparacion. Sin embargo, la concentracion del emulsificante se debe tener en cuenta ya
gue a mayor concentracién hay una disminucion del tamafio debido a que se evita la

coalescencia entre las goticulas [55].

Teniendo en cuenta que el tamafio de particula es un factor importante en el proceso de
captacién por endocitosis, en el desarrollo de un sistema de entrega para esta vacuna es
muy importante asegurar que la captacion del sistema sea por fagocitosis, por lo que se
debe asegurar que las particulas presenten un rango de tamafio entre 0,5 um a 10 um [58].
Ademas, se debe asegurar que el tamafio de las particulas sea menor a 150 um para que

pueda ser administrado via parenteral usando jeringas convencionales.

El potencial Z se determina por la técnica de microelectroforesis y se realiza para analizar
la carga superficial de las microparticulas. Estudios en el desarrollo de vacunas han
demostrado que las microparticulas de PLGA con carga superficial positiva son captadas
en mayor proporcion por macrofagos, debido a que hay una mayor afinidad con la
membrana celular cargada negativamente favoreciendo asi la captacion por células
dendriticas [59].

Los estudios morfolégicos se realizan por microscopia electrénica de barrido (MEB) ya que
este andlisis da informacion acerca de la forma y la integridad superficial de las

microparticulas permitiendo determinar si hay aglomeracién entre ellas. En los estudios
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morfologicos se evalla la forma final de las particulas donde la geometria adoptada por el
sistema determina el tipo de internalizacion celular que se va a dar. Particulas alargadas
favorecen la unién a células fagociticas pero son fagocitadas en menor proporcién que las
gue tienen una forma esférica [60], que a su vez permiten una degradacién y liberacion

mas homogénea.

El andlisis de la integridad superficial de las microparticulas permite determinar si la
superficie es lisa, rugosa o porosa; caracteristicas que influyen en la liberacion del IFA
encapsulado. En la mayoria de los casos las caracteristicas morfoldgicas estan
determinadas por el proceso de microencapsulacién empleado, donde los solventes y
condiciones experimentales tienen un efecto directo sobre este pardmetro. Estudios
realizados indican que el diclorometano (DCM) al ser empleado como fase organica
permite tener microesferas con superficies lisas, diferente de lo que ocurre cuando se

emplea acetato de etilo como solvente organico [22].

La determinacion de carga y de la eficiencia de encapsulacién indican la viabilidad del
sistema de entrega. Estos parametros estan expresados en porcentaje donde la eficiencia
de encapsulacion (EE) se refiere a la relacién entre la cantidad de IFA encapsulada y la
cantidad inicial del mismo. Debido a lo importantes que son los péptidos en cuanto a costos
y al largo proceso de obtencion, se busca que los sistemas de entrega tengan una alta EE
para asi no perder este activo en el proceso de elaboracion del sistema de liberacion. En
relacion con la carga (Q), esta se refiere a la cantidad de péptido adsorbido y atrapado en
el interior, donde la suma de estas dos hace referencia al péptido encapsulado y esta
relacionada con la cantidad de activo que sera administrada; por lo que al tener una alta
carga la cantidad de sistema microparticulado que debe ser administrado para alcanzar

una dosis efectiva debera ser menor.

Para la determinacién de estos parametros (Q y EE) hay varias metodologias. Una de ellas
requiere hacer una digestién de las microparticulas en una disolucién de NaOH diluida
[61,62], y estan las del método de extraccion, donde en primer lugar se ponen en contacto
las particulas ya sea en DCM [63,64], DMSO [65] u otro solvente organico en el cual el
PLGA sea soluble y luego se extrae la molécula encapsulada en un medio acuoso para
ser cuantificada. La determinacion del IFA se puede hacer mediante técnicas
colorimétricas para determinacion de proteinas y péptidos como el ensayo de micro BCA

debido a su alta sensibilidad, versatilidad y rapidez.
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Adicionalmente, es muy importante determinar el perfil de liberacion in vitro del IFA a partir
del sistema microparticulado. Debido a que este indica la manera en como se va a dar la
liberacion de la molécula y dependiendo del tipo de liberacién se podra definir si el sistema
cumple con la dosificacién para la cual fue disefiado. Los sistemas de entrega a base de
PLGA exhiben un patrén de liberacion por pasos que puede estar representado por un
perfil bifasico o trifasico. En el primer caso, se da una rapida liberacion inicial seguida de

una liberacion continua, en tanto que el perfil trifasico presenta una liberacion pulséatil.

El mecanismo de liberacion de las moléculas cargadas esta determinado por fenémenos
de difusion y erosién [66]. Durante este proceso se debe considerar que las propiedades
del polimero y del péptido van a afectar la liberacion, asi como las posibles interacciones

entre ellos y las condiciones de microencapsulacion.

La liberacion del IFA se da una vez inicia el proceso de degradacion de la microparticula.
Este proceso se determina por el péptido que esta adsorbido en la superficie y la rapida
difusién de aquel que se encuentra en los poros superficiales de la microparticula. A
medida que comienza la degradacion del PLGA la liberacion esta mediada por procesos
de erosion. La degradacion del polimero ocurre por la hidrélisis del enlace éster
produciendo como subproductos mondmeros y oligdmeros de &cido lactico-glicolico, los
cuales suelen generar un microambiente &cido al interior de la particula y puede llegar a

afectar la naturaleza de la molécula encapsulada [67,68].

Por esta razdn se debe caracterizar la integridad del IFA encapsulado a fin de garantizar
gue el sistema de entrega o el proceso de microencapsulaciéon no afecte ninguna de las
propiedades fisicoquimicas de la molécula encapsulada; razén por la cual se debe evaluar

la integridad de la molécula antes de ser encapsulada y después de liberada.



2. Metodologia

La metodologia aqui descrita permitié cumplir con los objetivos especificos planteados que

se citan a continuacion:

1) Seleccionar y clasificar las secuencias peptidicas segun su indice de
hidrofobicidad.

2) Microencapsular cada uno de los péptidos seleccionados usando la técnica de

doble emulsién-evaporacion del disolvente.

3) Caracterizar fisicoguimicamente los sistemas microparticulados obtenidos.

2.1 Seleccidn y clasificacion de secuencias peptidicas

La seleccién de las secuencias peptidicas candidatas a microencapsular se realiz6 a partir
del Gran Promedio de Hidropatia o indice de GRAVY determinado a partir del algoritmo de
Kyte & Doolittle. Se recurrié a una herramienta bioinformatica que permitié categorizar los
péptidos en hidrofilicos, neutros e hidrofébicos basandose en un puntaje de indice de

hidropatia asighado para cada uno de los aminoéacidos.

Se analizaron 280 secuencias peptidicas tomadas de la base de datos de la Fundacién
Instituto de Inmunologia de Colombia — FIDIC, representadas con un codigo numérico que
corresponde a una serie consecutiva de cada uno de los péptidos sintetizados. Las
secuencias se analizaron con la herramienta bioinformatica ProtParam del servidor

ExPaSy (https://web.expasy.org/protparam/, octubre de 2016).

Segun el valor del indice de GRAVY determinado las secuencias se clasificaron en tres
grupos: las moléculas que presentaron un IG positivo se clasificaron como hidrof6bicas,
aqguellas con valores negativos se clasificaron como hidrofilicas y las secuencias peptidicas
cuyo valor de indice de hidropaticidad fue de cero se clasificaron como neutras. Lo anterior
fue llevado a cabo siguiendo las pautas de clasificacion segun el algoritmo mencionado

previamente.
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Figura 2-1. Gréfica de distribucion del indice de GRAVY para las secuencias peptidicas

preseleccionadas.
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Se realizé una distribucién del valor de hidropaticidad de las 280 moléculas analizadas
(figura 2-1), de las cuales 202 secuencias fueron hidrofilicas, 76 hidrofobicas y dos neutras;
gue en porcentaje equivalen al 72,14 %, 27,14 % y el 0,72 % respectivamente. En primer
lugar, se seleccionaron las moléculas representantes del grupo hidrofébico debido a que
estan en menor proporcion que las hidrofilicas. De las 76 secuencias se identificaron las
mas hidrofébicas, es decir aquellas cuyos valores de |G oscilaban entre 1,520y 1,845. De
las secuencias que estaban dentro de este rango se seleccionaron 2 péptidos identificados
como 40318 y 35425 ya que la prediccion indicé que eran altamente hidrofébicos con

valores de IG de 1,605 y 1,845 respectivamente.

Para la seleccion de las secuencias hidrofilicas se eligieron dos péptidos que estuvieran
dentro del mismo rango, pero de valor opuesto al de los hidrofébicos. De los péptidos
predichos como hidrofilicos dentro del intervalo establecido se seleccionaron los péptidos
identificados como 1756 y 1776 con valores de indice de hidropaticidad de -1,890y -1,770
respectivamente. Con estos cuatro péptidos seleccionados se logré tener secuencias de
los dos grupos que estuvieran equidistantes entre si, de tal manera que se pueda evaluar
de manera efectiva la contribucion del caracter hidrofébico del IFA durante el proceso de

encapsulacion.
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De todas las secuencias analizadas solo los péptidos 24229 y 23681 presentaron valores
de 0,000 por lo cual fueron seleccionados como moléculas representantes de un tercer
grupo denominado como neutro. Este Gltimo grupo refuerza el objetivo de este trabajo ya
gue permitié evaluar el efecto de péptidos anfipaticos ademas de los altamente hidrofilicos
e hidrofébicos. Adicionalmente a los 6 péptidos seleccionados se incluyé la molécula SPf66
como péptido control del proceso de microencapsulacion considerando que este péptido

ya habia sido encapsulado eficientemente en este tipo de sistemas de entrega.

2.2 Sintesis de las secuencias peptidicas

Los péptidos seleccionados se sintetizaron siguiendo la estrategia de sintesis de péptidos
en fase sélida descrita por Merrifield [8] y modificada por Houghten [9] donde la sintesis se
llevé a cabo en sentido carboxilo a amino terminal. El esquema de la figura 2-2 muestra
los pasos involucrados en cada una de las etapas del proceso para obtener los péptidos
sintéticos donde en la parte lateral izquierda de la figura se muestran las etapas
involucradas durante la sintesis por la estrategia t-Boc/Bzl. Una vez sintetizada la
secuencia de interés se removieron los grupos protectores de cadenas laterales y se
desanclé el péptido de la resina siguiendo los procedimientos a baja y alta concentracion
de HF. Finalmente se realizd la extraccion del péptido y los lavados para remover los

subproductos sintéticos.

Para la sintesis de los seis péptidos seleccionados se emple6 una resina MBHA de 0,53
mEQg/g como soporte polimérico para la cadena peptidica en crecimiento. Los solventes
organicos empleados para la sintesis fueron: N-metil-2-pirrolidona (NMP), N,N-
dimetilformamida (DMF), isopropanol (IPA) y DCM. Los aminoacidos usados fueron L-Boc-
aminodcidos protegidos en el alfa-amino con el grupo t-Boc y un grupo protector adicional
en la cadena lateral para aquellos que presentan grupos funcionales que pueden
reaccionar durante el proceso de sintesis como en el caso del acido aspartico (Asp), &cido
glutamico (Glu), asparagina (Asn), glutamina (GIn), arginina (Arg), cisteina (Cys), histidina
(His), lisina (Lys), serina (Ser), triptéfano (Trp), tirosina (Tyr) y treonina (Thr).



22 Microencapsulacion de péptidos sintéticos en co-polimeros de poli(lactico-co-glicélico) (PLGA): Efecto de la

hidrofobicidad del péptido

Figura 2-2. Esquema del proceso de sintesis, desanclaje y extraccion para la obtencién de un péptido sintético por la estrategia t-
Boc/Bzl.
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Como reactivos activadores del grupo carboxilo se emplearon N,N'-
diciclohexilcarbodiimida (DCC), N-hidroxybenzotriazol (HOBt) y tetrafluoroborato de O-
(1H-Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetrametiluronio (TBTU).

Figura 2-3. Estrategias de activacion del grupo carboxilo para la reaccién de acople.
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Los protocolos de sintesis de péptidos por SPPS estandarizados por el Grupo Funcional
de Sintesis Quimica de la FIDIC plantean cuatro estrategias diferentes para la activacion
del grupo carboxilo del aminoacido a acoplar y se representan en la figura 2-3, en donde
cada una tanto el activador del grupo carboxilo como el solvente son diferentes. La
eficiencia del acople se monitoreo cualitativamente con el ensayo de ninhidrina [69] donde
una coloracién azul (positivo) indicd que el ciclo de acople no fue eficiente, por lo que se
realizdé un nuevo ciclo variando la estrategia de activacion del grupo carboxilo, siguiendo
el esquema planteado en la figura hasta alcanzar una coloraciéon amarilla (negativo), la
cual indicé que el acople del aminoacido alcanzé el 100 %. Posteriormente se procedio a
desproteger y neutralizar el alfa-amino del amino&cido acoplado y de esta manera generar
la elongacién de la cadena peptidica por la formacién de un enlace amida con el siguiente

aminodcido de la secuencia.

Durante la sintesis se usaron 5 excesos de los reactivos correspondientes y se dejé la
reaccion de acople durante 1 hora independiente de la estrategia empleada y en el caso
de las reacciones durante la noche (O.N. por sus siglas en inglés) el grupo carboxilo se
activo usando la primera estrategia. La remocion del grupo t-Boc del alfa-aminoacido

acoplado se realiz6 con una solucién de TFA al 40 % / anisol al 0,01 % en DCM durante
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30 minutos. Finalizado el tiempo de reaccion, se realizaron los lavados respectivos para
eliminar los residuos del reactivo de desproteccion y se procedid a la neutralizaciéon del

alfa-amino con una solucion de N,N-diisopropiletilamina (DIEA) al 5 % en DCM.

De manera general, el proceso de sintesis de las moléculas se realizé de la siguiente
manera: se hinchd la resina (0,3 g) con DCM durante 1 hora, luego se neutralizé la resina
con 4 lavados de 15 minutos cada uno con una solucién de DIEA al 5 %. Posteriormente,
se activo el grupo carboxilo del aminoacido a acoplar siguiendo la activacién descrita para
la primera estrategia y se verificé la eficiencia del acople mediante el ensayo de ninhidrina.
Con un resultado positivo en el ensayo se procedio a realizar un segundo ciclo de acople
del aminoacido como se mencioné previamente hasta que la eficiencia del acople fue del
100 %. Segun los procedimientos estandar de la FIDIC cuando en dos residuos
consecutivos el ensayo de ninhidrina dio positivo después de la primera estrategia de
activacion del carboxilo (figura 2-3), en los acoples posteriores se procedié a aplicar las
dos primeras estrategias de activacion del acido carboxilico de manera consecutiva sin

realizar el ensayo de ninhidrinas entre estos.

Una vez el aminoacido se acopld en su totalidad se desprotegioé su grupo alfa-amino, se
realizé el proceso de neutralizacién y se procedié a acoplar el siguiente aminoacido. Cada
uno de los pasos de desproteccion, neutralizacion y acople se realizaron de manera

repetitiva de acuerdo con la secuencia de aminoécidos de cada uno de los péptidos.

Finalizado el proceso sintético se selecciond el péptido que contenia histidina en su
secuencia y se someti6 a un proceso adicional para hacer la remocién del grupo
dinitrofenilo (DNP) de la cadena lateral de este aminoacido. Para ello se adicion6 una
solucién de tiofenol al 20 % en DCM:DMF (1:1). La remocion de este grupo protector se
siguié por el cambio en la coloracion de la solucién de tiofenol la cual se torna de color
amarillo intenso al entrar en contacto con el grupo DNP. La solucion de tidlisis se cambié
cada hora hasta que la coloracién de la solucién permaneci6 traslicida indicando que el
grupo DNP fue removido. Finalizado este proceso se realizaron una serie de lavados a la
resina-péptido cada uno por un minuto asi: 5 veces con DCM, seguido por lavados
alternados con IPA y DCM cinco con cada solvente, 10 lavados alternados entre DMF e

IPA, y por ultimo diez lavados con DCM.

Tanto el proceso de desanclaje del péptido de la resina como el de remocion de grupos

protectores de cadenas laterales requirieron del uso de un sistema de condensacién de
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HF especializado para manipular este 4cido de alta peligrosidad. Para el proceso de
remocién de los grupos protectores de cadenas laterales de los aminoacidos (figura 2-4)
se desprotegio el grupo alfa-amino del Gltimo aminoacido con TFA al 40 % / anisol al 0,01
% en DCM y se prepard la solucion de desproteccion de baja concentracién de HF,
constituida por dimetilsulfuro (DMS), HF y p-Cresol (65:25:10) teniendo presente la
proporcion de 35 mL de solucion por cada 0,9 g de resina-péptido. Primero se adicioné el
volumen correspondiente de DMS en el reactor de condensacion, se tap6 el recipiente y
se conectd al sistema, se purg6 la linea con nitrégeno gaseoso, abriendo la llave 1 y se
verific6 que no hubiera obstruccion ni fugas en la linea. Seguidamente, se procedio a abrir
las llaves 2 y 3 y se mantuvo la llave 4 cerrada para asegurar que el HF condensara en el

reactor que estaba sumergido en un bafio de IPA/hielo seco a -75 °C.

Figura 2-4. Esquema del sistema de condensacion de HF para la remocién de grupos

protectores de cadenas laterales.
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Una vez el nivel de HF alcanz6 el aforo se retiré el reactor del sistema y se transfirié la
solucion a otro reactor que contenia las bolsas con los péptidos sintetizados donde se dej6
reaccionar durante dos horas a 0 °C en agitacion constante. Una vez finalizada la reaccion
de remocién de grupos protectores de las cadenas laterales se desechd esta solucion y se
lavaron las bolsas de la siguiente manera: cinco lavados con DCM frio cada uno por un
minuto, cinco lavados con IPA alternados con DCM cada uno por un minuto, cinco lavados

con DMF y se finaliz6 el proceso realizando diez lavados con DCM cada uno por un minuto.

Para el desanclaje del péptido de la resina se emple6 un sistema de condensacion de HF
como el que se muestra en la figura 2-5. Este sistema dispone simultaneamente de varios

tubos de reaccion o reactores y en cada uno de ellos se lleva a cabo el desanclaje de un
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péptido. En cada reactor se introdujo una bolsa de resina-péptido y se adicionaron 120 uL
de p-Cresol por cada 300 mg de resina-péptido, se ajustaron los reactores al tambor y se
colocé en un bafio de IPA/hielo seco a -75 °C, se verificd que el sistema no presentara
obstrucciones ni fugas en las lineas y se abrieron las llaves 2 y 3, manteniendo cerrada la
llave 4 durante el proceso de condensacion de HF hasta que el nivel de la solucion estuvo

por encima del de las bolsas.

Figura 2-5. Esquema del sistema de condensacion de HF para el desanclaje del péptido

de la resina.
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La reaccion de desanclaje se llevd a cabo bajo las siguientes condiciones: 30 minutos a
una temperatura de -15 °C en un bafio de hielo seco e isopropanol, luego se cambio el
bafio por uno a 0 °C y se dejo en reaccion por una hora. Finalizado este tiempo se evapor6
por completo el HF y para esto se abrieron las llaves 1, 3y 4 y se inici6 un flujo de nitrégeno
gaseoso a 40 psi. Posterior a esto, se realiz6 la extraccion del péptido asi: se adicionaron
5 mL de éter etilico frio a cada uno de los reactores, se agitdé vigorosamente y la mezcla
resultante se transfirié a un tubo conico para centrifuga de 50 mL, se centrifug6 a 4500 rpm
por 5 min y se descart6 el sobrenadante. Se realizaron dos tratamientos a cada uno de los
reactores de 2 min cada uno con 2 mL de TFA al 100 % agitando fuertemente,
centrifugando y transfiriendo el sobrenadante al tubo de centrifugacion. Posteriormente, se
repitié el procedimiento con éter etilico frio recolectando nuevamente el sobrenadante en
el tubo de centrifugacion, se completd a 45 mL con éter etilico frio y se dejé a 0 °C por 10
min. Finalizado este tiempo se centrifugdé a 4500 rpm por 5 min y se descartd el
sobrenadante, el precipitado se resuspendiéo en 15 mL de éter etilico, se agitdé por un

minuto y se centrifugd por 5 min a 4500 rpm descartando el sobrenadante. Se repitié este
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ultimo procedimiento lavando con acetato de etilo frio y agitando por 30 segundos, el
precipitado se lavé dos veces mas con 15 mL de éter etilico frio en cada lavado, se agité
por 2 minutos y se centrifugbé a 4500 rpm entre lavados, se sec6 el precipitado final y se

procedi6 a realizar la caracterizacion.

2.3 Caracterizacion de los peéptidos sintéticos

La caracterizacion de los péptidos sintéticos antes y después de purificados se llevo a cabo
mediante cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa (RP-HPLC por sus siglas
en inglés) y por espectrometria de masas Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-
Time of Flight (MALDI-tof).

2.3.1 Cromatografia liquida de alta eficiencia

Los péptidos se analizaron por RP-HPLC con el fin de determinar su grado de pureza. Para
esto se empleé un cromatégrafo analitico Merck-Hitachi equipado con una columna
VYDAC PROTEIN & PEPTIDE C-18 (125 x 4.6 mm con un tamafio de particula de 5 um).
Los solventes de la fase mévil fueron A: agua + 0.05 % TFA y B: acetonitrilo (ACN) + 0.05
% TFA. El programa de elucion convencional fue de 0-70 % de B en 45 minutos a un flujo
de 1 mL/min con deteccion UV a 210 nm. Para el analisis, se inyectaron 80 uL de una
solucion de un 1 mg/mL de cada uno de los péptidos y el analisis cromatografico se realizd
a temperatura ambiente. Los péptidos hidrofébicos se eluyeron con un programa de 0 a
85 % de B en 55 minutos manteniendo las mismas condiciones de deteccion, flujo y

volumen de inyeccién que los empleados en el sistema de elucién convencional.

2.3.2 Espectrometria de masas MALDI-tof

Los analisis de espectrometria de masas de los péptidos sintetizados se realizaron por la
técnica de desorcidn/ionizacién laser asistida por matriz- con tiempo de vuelo (MALDI-tof por
sus siglas en inglés) en un espectrometro de masas serie microflex LRF BRUKER
DALTONICS®. Para la preparacion de la muestra se tomd 2,5 L de la solucién del péptido
de concentracién de 1 mg/mL y se mezcld con 20 uL de una dispersion de la matriz acido
a-ciano-4-hidroxicindmico en 0.1 % TFA en AGUA:ACN 2:1 (TA). Se colocé en la placa de

lectura 2,5 yL de la muestra preparada y se realizo el analisis respectivo. Para la ionizaciéon
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de la muestra se emple6 un laser de nitrégeno (A de 337 nm) a una potencia de 13,5 kV

en modo reflectron.

2.3.3 Purificacion de péptidos

Los péptidos se purificaron por cromatografia liquida semipreparativa de alta eficiencia en
fase reversa en un cromatografo Merck-Hitachi L-6200A, con detector UV-VIS L-4250 y
una columna RP-18 de 250 x 10 mm con tamafio de particula de 10 um y deteccién a 210
nm. Los solventes de la fase mévil fueron A: agua + 0.05 % TFA y B: acetonitrilo + 0.05 %
TFA. Para cada uno de los péptidos se elabor6 un programa de elucién a partir del tiempo
de retencién del cromatograma analitico con el que se calculé el porcentaje de ACN al cual
eluyo cada péptido. Se inyecto en el equipo 1 mL de una solucion del péptido de 15 mg/mL,
se recolectaron fracciones durante la elucién y se analizaron por espectrometria de masas
MALDI-tof; seleccionando aquellas que contenian Unicamente la especie de interés. Se
liofilizaron y el péptido purificado fue caracterizado nuevamente como se describié en el

numeral 2.3.1y 2.3.2 de este documento.

2.4 Microencapsulacion de los péptidos seleccionados

Los seis péptidos seleccionados se encapsularon siguiendo la técnica de doble emulsién-
evaporacion del disolvente y se incluy6 la SPf66 como molécula control para evaluar el
proceso de microencapsulacién. Por lo que se tomaron sus condiciones del proceso de
encapsulacion como protocolo estandar para el desarrollo de esta investigacion,
considerando que esta molécula ya habia sido microencapsulada satisfactoriamente en
PLGA [5,70].

La técnica de formacion de una doble emulsion con posterior evaporacion del solvente
organico y las diferentes etapas involucradas en este proceso se muestra en la figura 2-6
y se describen a continuacion. Primero se prepararon dos disoluciones, una de polimero y
otra del péptido. Para la disolucion del polimero denominada la fase organica (O), se
disolvié el PLGA en DCM y se mantuvo en un bafio a 0 °C y para la fase acuosa interna
(W1) se disolvio el péptido en agua desionizada. Se toma la disolucion del péptido con una

micropipeta, se colocé dentro de la fase organica y se homogenizé por ultrasonido
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formando la primera emulsién (W1/O). Todo este proceso se realiz6é dentro de un bafio de

agua-hielo para mantener la temperatura del sistema a 0 °C.

Posteriormente, se introdujo la primera emulsién dentro de una fase acuosa al 8 % de
alcohol polivinilico (PVA) denominada fase acuosa externa (W.) y se homaogenizé con un

Ultraturrax hasta que se formo la doble emulsion (W1/O/W,). Esta nueva emulsion se dejo

en agitacién mecanica y se le adiciond gota a gota una solucion de isopropanol al 2 % en
agua con el fin de favorecer la extraccién-evaporacion del disolvente organico y la
consecuente insolubilizacibn de las microparticulas. Transcurrida esta etapa, las
microparticulas se recolectaron realizando una serie de procesos alternos de
centrifugacion y lavados con agua desionizada, luego se llevé a un proceso de secado por

congelacion-deshidratacién (liofilizacién) y se obtuvieron las microesferas en estado soélido.

Figura 2-6. Esquema general del proceso de obtencion de microesferas por la técnica de

doble emulsién-evaporacion del disolvente.
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Teniendo en cuenta las diferencias en el caracter hidrofébico de los péptidos a
microencapsular y con el propésito de evaluar este efecto en el proceso de

microencapsulacion ademas de las caracteristicas de los sistemas obtenidos, se decidié
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realizar el proceso de microencapsulacion mediante tres estrategias diferentes para los
péptidos 1756 y 1776 (Grupo Hidrofilico), 24229 y 23681 (Grupo Neutro), 35425 y 40318

(Grupo Hidrofébico) y de la SPf66 (Molécula control del proceso de microencapsulacion).

La primera metodologia fue la técnica de doble emulsidn-evaporacién del disolvente bajo
las condiciones establecidas para microencapsular la SPf66, esta primera metodologia se
denominé Total (T). Para esto se trabajo con la totalidad de la fase interna acuosa (W)
independiente de la solubilidad del péptido en el agua desionizada. Para formar la primera
emulsion se incluyo la disolucién del péptido y/o la dispersién del péptido en los casos de
solubilidad parcial. La segunda metodologia fue una modificacion de la primera estrategia,
la cual se denominé Fraccion Soluble (FS) y en la cual se siguieron las mismas
condiciones usadas que en la metodologia Total, pero se trabajé Unicamente con la
Fraccion Soluble del péptido como fase interna acuosa (W:) para formar la primera
emulsion. La tercera metodologia fue la estrategia que se denominé Sélido (S) en donde
no se trabajo con una fase interna acuosa (W), es decir no se formé una primera emulsién,

sino que se llevé a cabo una dispersion del péptido sélido en la fase organica.

2.4.1 Estrategia Total

La obtencién de los sistemas microparticulados por la estrategia Total (T) sigui6é el
procedimiento adaptado por Rosas et al [5]. Para cada uno de los péptidos se elaboraron
dos lotes de microparticulas los cuales se prepararon de la siguiente manera: Para la
formacion de la primera emulsion (W1/O) se pes6 aproximadamente 62,5 mg de PLGA
50:50 (viscosidad inherente: 0,58 dL/g con terminacion éster), se disolvieron en 1,3 mL de
DCM y se mantuvo esta disoluciéon en un bafio a 0 °C. Aparte, se pesaron 6,25 mg del
péptido y se disolvieron en 123 pL de agua destilada, desionizada y filtrada manteniendo
una relacién péptido:PLGA de 1:10. Esta disolucion se agit6é vigorosamente por 5 minutos,
se dispers6 en la fase organica que estaba a 0 °C y se aplico un pulso de ultrasonido (Sonic
Dismembrator Fischer Scientific) durante 1 minuto a 55 % de amplitud. La emulsién
formada (W1/O) se dispers6 en 6,5 mL de disolucion acuosa de PVA al 8 % (W,) y se
homogeniz6 durante 5 minutos a 10,000 rpm usando un homogeneizador (Ultraturrax T-
18) para formar la doble emulsién (W1/O/W;). A este sistema se le adicionaron gota a gota
6,5 mL de una solucién acuosa de IPA al 2 % y se dej6 en agitacion por 1 hora para inducir

la insolubilizacién del material polimérico que forma las microparticulas. La suspensién
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resultante se centrifugd y se lavo tres veces con 5 mL de agua destilada, desionizada y
filtrada. Finalmente, las microparticulas se resuspendieron en 2 mL de agua, se congelo el
sistema y se sometid al proceso de liofilizacién (Labconco Corporation). Adicionalmente,
se elaboraron microesferas vacias utilizando el mismo procedimiento en donde la

disolucion del péptido fue reemplazada por agua destilada.

2.4.2 Estrategia Fraccion Soluble

La modificacion realizada al protocolo del cual surge la metodologia denominada Fraccidon
Soluble (FS) consistié en realizar un procedimiento previo con la disolucién y/o dispersiéon
del péptido en agua. Para ello en un tubo eppendorf de peso conocido exactamente se
peso la cantidad de péptido correspondiente y se disolvid en la cantidad indicada de agua
destilada, desionizada y filtrada. Se agité mediante vortex por 20 minutos y se centrifugé a
12,000 rpm por 10 min. Finalizado este proceso se transfirié todo el sobrenadante a otro
tubo eppendorf de peso conocido exactamente. Estas muestras fueron rotuladas como
Fraccion Soluble y los tubos eppendorfs que contenian el pellet como fraccion insoluble de
cada péptido. Todas las fracciones obtenidas se liofilizaron para determinar por peso la
cantidad de péptido soluble e insoluble que fue incluido en el proceso de

microencapsulacion.

Para el proceso de microencapsulacion por la metodologia FS se tomd el péptido-FS y se
disolvié en el volumen indicado de agua destilada, desionizada y filtrada para constituir la

fase W, y se siguid exactamente el procedimiento utilizado para la estrategia Total.

2.4.3 Estrategia Solido

Para esta estrategia solido (S), se tomo la cantidad pesada del péptido (6,25 mg) y se
adicion6 directamente a la cantidad correspondiente de disoluciéon de PLGA en DCM,
generando para este caso una dispersion de tipo sélido en una fase organica (S/O) a
diferencia de la emulsion primaria (W1/O) de las estrategias Total y Fraccion Soluble. La
dispersibn se mantuvo a 0 °C y se homogeniz6 por ultrasonido siguiendo las
especificaciones descritas en el numeral 2.4.1. Este sistema (S/O) se dispersé en 6,5 mL
de una disolucién acuosa de PVA al 8 % (W), se homogeniz6 durante 5 min a 10,000 rpm

usando un homogeneizador (Ultraturrax, T-18) formando la dispersion del sélido en una
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emulsion (S/O/W). A partir de este momento, se siguié exactamente el procedimiento

utilizado para las estrategias Total y Fraccion Soluble.

2.5 Caracterizacion de los sistemas microparticulares

2.5.1 Tamaho

La determinacion de la distribuciéon del tamafio se realiz6 en un equipo Nano-Zetasizer
(Malvern) del grupo SILICOMOBA del Departamento de Farmacia de la Universidad
Nacional de Colombia. De forma breve, se peso 1,5 mg de microparticulas de cada uno de
los sistemas obtenidos y se resuspendieron en 100 pL de agua destilada y filtrada. En la
celda de medicion se adicioné 1 mL de agua destilada y se adicionaron 10 pL de la
dispersién de microparticulas en suspension, se aplicé un pulso de ultrasonido por diez
segundos al 30 % de la amplitud y se determiné la distribucion del tamafio y el indice de

polidispersidad de la muestra a 25 °C. Cada medicion se realizé por triplicado.

2.5.2 Forma

El aspecto superficial de los 42 sistemas microparticulares se determiné mediante
microscopia electrénica de barrido (MEB) en el Centro de Microscopia de la Universidad
de los Andes. De forma breve, se tomé 1,5 mg de cada sistema microparticulado y se
resuspendié en 150 pL de agua destilada, se aplic6 10 pL de la suspension en un
portamuestra que se secé al vacio y se recubrié con oro usando un equipo Metalizador
Dentom Vacuum Desk IV. Luego de este proceso se analiz6 cada una de las muestras en
el microscopio electrénico de barrido JEOL JSM-6490LV. Para una vision mas detallada

de la superficie cada micrografia se tom6 a 10 kV x 15,000 aumentos.

2.5.3 Cargay eficiencia de encapsulacion

El péptido encapsulado se determin6 como la suma de la cantidad de péptido adsorbido
sobre la superficie de las microparticulas o de rapida liberacion y la cantidad del péptido
atrapado en el interior de la microparticula. Para esto se pesaron 2,9 mg de microparticulas

gue se redispersaron en 1 mL de PBS (pH 7,2) y se dej6 en agitacion durante 1 dia.
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Trascurrido este tiempo la muestra se centrifugo (12,000 rpm, por 5 min), se retiraron
800 uL del sobrenadante y se le determiné la concentracién del péptido adsorbido o de
liberacion rapida por el método del acido bicinconinico usando el kit para la determinacién
de proteinas microBCA (Pierce, EE.UU.) [5]. Para cuantificar el péptido atrapado en el
interior de las microparticulas se toma el pellet o sedimento al cual se le adiciond 700 pL
de una disolucién acuosa de hidréxido de sodio 0,2 M, se agit6é vigorosamente la muestra
hasta completa digestion de las microparticulas, se neutralizé la solucion con 100 pL de

HCI 1 My se determiné la cantidad de péptido usando el mismo método colorimétrico.

La carga (Q) expresada en porcentaje se calculd a partir de la relacién entre la cantidad
determinada del péptido encapsulado y la cantidad de microparticulas (Ecuacion 1). La
carga tedrica (Qt) también expresada en porcentaje se definié como la cantidad tedrica de
péptido a microencapsular dividida entre la cantidad teérica del polimero y del péptido
(Ecuacion 2). La eficiencia de encapsulacion (EE) expresada en porcentaje se calcul6
como larelacién entre la cantidad de péptido encapsulado sobre la cantidad péptido teérico

(Ecuacion 3).

Cantidad del péptido encapsulado

= * 0 i6
Q Cantidad de microparticulas 100 % Ecuacion 1
Cantidad inicial de péptido 0 ..
= *
Qt Cantidad inicial (PLGA+péptido) 100 % Ecuacion 2
EE = Q% * 100 % Ecuacion 3

2.5.4 Potencial Z

El potencial Z para cada una de las muestras obtenidas se determiné mediante la técnica
de microelectroforesis utilizando el mismo equipo Nano-Zetasizer pero usando una celda
DTS1060. De forma breve, se dispersaron 1,5 mg de microparticulas en 1 mL de agua
destilada, se aplico un pulso de ultrasonido por diez segundos al 30 % de la amplitud, se
tomo la muestra con una jeringa de 1 mL y cuidadosamente se introdujo la muestra en la
celda evitando la formacion de burbujas dentro de la misma. Se determiné el potencial Z a

25 °C y cada medicion se realizé por triplicado.
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2.5.5 Liberacion in vitro de los péptidos

microencapsulados

Para este estudio se pesaron 7,5 mg de cada una de las microparticulas a evaluar y se
dispersaron en 1,5 mL de medio de liberacion (PBS pH 7,2 + 0,01 % azida de sodio). Las
muestras se dejaron durante todo el estudio en incubacion a 37 °C en un agitador orbital
(Benchmark, Incu-Shaker 10 L). A intervalos de tiempo establecidos se centrifugo la
muestra durante 20 minutos a 12,000 rpm en una microcentrifuga (IEC MicroMax), se
recolectd la mitad del volumen del sobrenadante y se reemplazé con 750 uL de medio
fresco. En el sobrenadante recolectado se determind la cantidad de péptido liberado

mediante el ensayo colorimétrico, empleando el kit de microBCA.

2.5.6 Integridad de los péptidos

La integridad de los péptidos se evalué por comparacion entre el andlisis de control de
calidad por EM-MALDI-tof realizados a cada uno de los péptidos antes y después del
proceso de microencapsulacién. Con el propésito de analizar el péptido después del
proceso de encapsulacion se tomaron 5 mg de cada sistema microparticular y se adicion6
1,0 mL de DCM, se dej6 en agitacion por 24 horas hasta disolucion completa del material
polimérico. Para realizar la extraccion del péptido del sistema se adicion6 1,0 mL de agua
y se dej6é en agitacidon constante durante 24 h. La muestra se centrifugé a 12,000 rpm
durante 20 minutos y se retir6 la fase acuosa. Se repitio el paso de extraccion una vez mas
y se analizé la presencia e integridad del péptido por EM MALDI-tof como se mencioné en

el numeral 2.3.2.



3. Resultados y discusion

3.1 Seleccidny clasificacidn de las secuencias peptidicas

segun su indice de hidropaticidad

De la base de datos de secuencias peptidicas de la FIDIC se preseleccionaron 280
secuencias derivadas de proteinas relevantes de P. falciparum que contenian entre 18 y
20 residuos de aminoéacidos. A este grupo de secuencias se le determiné el indice de
GRAVY con el fin de evaluar la distribucién de acuerdo con su valor de hidropaticidad. De
las secuencias analizadas el 72,14 % fueron de caracter hidrofilico, el 27,14 %
correspondieron a secuencias hidrofébicas y tan solo el 0,72 % fueron neutras. A partir de
esta primera aproximacion y teniendo en cuenta la distribucion de los péptidos segun su
indice de hidropaticidad se establecieron tres grupos. En el grupo hidrofilico se clasificaron
todos aquellos péptidos que tuvieran un valor negativo en el indice de GRAVY, el neutro
incluyo los dos péptidos cuyo valor de IG fue 0,000 y el grupo hidrofébico se establecié con

todas las secuencias con valores positivos.

Derivado de esta clasificacion y teniendo en cuenta el criterio de seleccion que se
menciond en el numeral 2.1 y considerando que este trabajo se plante6 como un estudio
base para buscar la relacion entre el caracter hidrofébico de los péptidos sobre el proceso
de microencapsulacion en sistemas de PLGA, se seleccionaron ademas del péptido control
que se utiliz6 como referente en el proceso de microencapsulacion dos secuencias
representativas de cada grupo. Se considerd que con la seleccion de 2 secuencias por
grupo se obtendrian importantes y suficientes resultados ya que por cada péptido se
elaborarian 6 sistemas siendo 12 por cada uno de los grupos establecidos. Ademas, la
cantidad de sistemas elaborados junto con las diferentes estrategias de encapsulaciéon
empleadas darian una importante cantidad de informacién para desarrollar el objetivo

general de este trabajo. En cuanto a la seleccion de los péptidos de cada grupo se
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consider6 adecuada ya que en primer lugar estas secuencias estaban en puntos
estratégicos de la escala de hidrofobicidad que reflejaban los indices de hidropaticidad
mas opuestos y permitirian ver un efecto marcado de la hidrofobicidad del péptido en el

proceso de microencapsulacion.

En la grafica de distribucion del indice de GRAVY se reportan los 7 péptidos base de este
estudio (figura 3-1) donde hacia el extremo mas positivo de la escala y resaltados en
naranja estan los péptidos 40318 y 35425 clasificados como hidrofobicos y seleccionados
como representantes de este grupo. Para el grupo hidrofilico se seleccionaron los péptidos
1756 y 1776 resaltados en morado y que presentaron un indice de GRAVY con valores
opuestos al de los hidrofébicos en la zona negativa de la escala. De esta manera los
representantes de los grupos hidrofilicos e hidrofobicos estan lo mas equidistantes posible
a un punto neutro, que es el valor determinante para el siguiente y ultimo grupo de
clasificacion. Los péptidos 24229 y 23681 sefialados en rojo se seleccionaron como los
representantes del grupo neutro ya que presentaron un valor de IG de 0,000. Debido a la
composicion de aminoacidos de estas secuencias y a los parametros contemplados por el
algoritmo en el que se basa la herramienta bioinformética utilizada, estos péptidos no
presentan un caracter hidropéatico determinado y se puede considerar que tienen un
comportamiento neutro en comparacién con los otros dos grupos establecidos. Finalmente,
en esta misma figura esta resaltada en amarillo la distribucién del péptido control SPf66

gue se clasificdé como un péptido hidrofilico ya que se le determin6 un IG de -0,787.

Figura 3-1. Distribucién de los péptidos seleccionados segun su indice de hidropaticidad.
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En la Tabla 3-1 se muestra la informacion correspondiente a cada uno de los péptidos
seleccionados. Los datos consolidados en esta tabla indican la clasificacion asignada a
cada péptido segun el indice de GRAVY, el c4digo numérico que identifica a cada una de
las secuencias y la proteina de P. falciparum de la cual se derivan. Ademas, muestra la
secuencia de cada molécula en la cual los aminoacidos en negrilla y resaltados en gris,
son los que contribuyen a incrementar el indice hidrofébico de la secuencia al tener valores
positivos en la escala de hidropaticidad de Kyte and Doolittle, también se reporta el valor
del indice de GRAVY determinado por la herramienta bioinformatica Protparam y el peso

molecular (PM) tedrico de cada una de las secuencias.

Tabla 3-1. Clasificacion de las secuencias segun su indice de GRAVY.

Péptido 1756 Proteina PfEBA 175
3 Secuencia KENELDKKKYGNVQKTDKKI
= indice GRAVY -1,770 PM tedrico (Da) 2425,0
< Péptido 1776 Proteina PfEBA 175
T Secuencia GNDNTIKEKREHIDLDDYSK
indice GRAVY -1,890 PM tedrico (Da) 2390,0
Péptido 23681 Proteina Pf MSP 1
Secuencia LIKNFLKGKKVRKEGYIYI
£ indice GRAVY 0,000 PM tedrico (Da) 23294
2 Péptido 24229 Proteina Pf HRP2
Secuencia SAFDDNLTAANAMGLILNKR
indice GRAVY 0,000 PM teérico (Da) 2135,8
Péptido 40318 Proteina Pf ETRAMP 2
8 Secuencia MKLSKILYFFAALLALNFIA
£ Indice GRAVY 1,605 PM tedrico (Da) 2286.8
g Péptido 35425 Proteina PfS23
T Secuencia VFFTIIFTILILTIYNLMKT
indice GRAVY 1,845 PM tedrico (Da) 2405,4
- Péptido SPf66 Proteina Pf 35K
*E Secuencia CGDELEAETQONVYAAPNANPY SLEQKEKMVLPNANPPANKKNAGC
S indice GRAVY -0,787 PM tecrico (Da)  4851,0

En esta tabla se pueden observar que las secuencias clasificadas como hidrofilicas a partir
del indice de GRAVY tienen muy pocos residuos de caracter hidrofébico; para la secuencia
del péptido 1756 solo un 20 % de los amino&cidos fueron de caracter apolar y para 1776
fueron apenas del 15 %. También se muestra como a medida que se asciende en la escala
de indice de hidropaticidad para las otras secuencias seleccionadas el numero de

aminoacidos hidrofébicos incrementa. Donde los péptidos neutros 23681 y 24229
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presentaron un 42 % y 50 % respectivamente de aminoacidos hidrofébicos. De igual
manera, el incremento en el indice de hidrofobicidad es alin mayor para los péptidos 40318
y 35425 clasificados como hidrofébicos, donde la proporcién de aminoacidos de caracter
apolar es del 70 % y 65 % respectivamente. En cuanto al péptido SPf66 empleado como
control del proceso de microencapsulacién el porcentaje de aminoacidos hidrofobicos fue
del 35 % situandolo en un punto intermedio en la escala entre los péptidos hidrofilicos y
los neutros, siendo este valor congruente con un indice de GRAVY hidrofilico de -0,787.
Estos resultados ratificaron que la herramienta bioinformatica utilizada permitié una
adecuada clasificacién de los péptidos donde las secuencias con caracter hidrofobico
presentaron una mayor cantidad de aminoacidos con valores positivos en la escala de

hidropaticidad.

La clasificacion predicha de los péptidos se pudo verificar mediante cromatografia analitica
RP-HPLC, en donde ademas de usar este analisis para determinar el grado de pureza de
las moléculas sintetizadas, se utiliz6 para determinar el porcentaje de acetonitrilo al cual
fueron eluidos cada uno de los péptidos analizados. Se encontr6 que los péptidos
hidrofilicos eluyeron a los menores porcentajes de acetonitrilo, donde el péptido 1756 eluy6
al 23,16 % y el 1776 al 23,88 %. Como era de esperarse los péptidos neutros eluyeron a
porcentajes mayores de ACN que el de los dos péptidos anteriores, ya que tenian una
mayor cantidad de aminoacidos hidrofébicos en su secuencia, siendo del 38,34 % para el
péptido 24229y del 31,45 % para su homadlogo el péptido 23681. Los péptidos hidrofébicos
a su vez fueron eluidos a los mas altos porcentajes de ACN siendo del 65,63 % para el
péptido 40318 y del 83,43 % para el 35425. Con respecto al péptido SPf66 este eluy6 con
un porcentaje del 36.91 % de ACN, indicando que esta molécula es de caracter hidrofilica
al presentar porcentajes de elucién entre los observados para los péptidos hidrofilicos y
los neutros. Estos resultados estan de acuerdo con los fundamentos de la técnica de
andlisis RP-HPLC, donde la elucion se da en funcién de la hidrofobicidad del analito: a
menor polaridad del analito hay mayor afinidad por la fase estacionaria y mayores tiempos
de retencion que requieren mayores porcentajes del solvente organico para eluir dicho
analito [71].

Por lo tanto, estos resultados cromatograficos obtenidos en donde los péptidos hidrofilicos
eluyeron a bajos porcentajes de ACN, los neutros presentaron valores intermedios y por
tltimo las secuencias hidrofébicas eluyeron a mayores porcentajes de ACN, estan en

concordancia con la clasificacion realizada por la herramienta bioinformatica empleada. Lo
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gue demostré que en lo referente a la hidrofobicidad de los péptidos el programa Protparam

es una herramienta util, rapida y eficaz para predecir el indice de hidropaticidad.

3.2 Sintesis de las secuencias peptidicas

Las secuencias seleccionadas se sintetizaron por SPPS siguiendo la estrategia t-Boc/Bzl.
Los perfiles sintéticos de cada uno de los siete péptidos se muestran en la figura 3-2 donde
el sentido de la sintesis de extremo carboxilo al extremo amino esta representado con una
flecha, siendo el aminoacido de la derecha el primero en ser acoplado y el de la izquierda

el dltimo.

Los perfiles sintéticos de los péptidos hidrofilicos (1756 y 1776) son similares entre ellos,
en cuanto a que la mayoria de los aminoacidos acoplaron en el primer ciclo de acople
donde se uso6 la estrategia de activacion del grupo carboxilo como éster modificado (barra
azul). Entre un 20-30 % de los aminoécidos requirieron de un segundo ciclo de acople,
para lo cual el grupo carboxilo se activd como éster simple (barra roja) y entre el 5 al 10 %
de los residuos de aminoacidos requirieron de un tercer ciclo de acople en donde se activé
el grupo carboxilo con sales de uronio (barra verde) para alcanzar el 100 % de acople del
aminodcido. Los perfiles sintéticos de estos dos péptidos indicaron que no se presentaron
mayores dificultades sintéticas y es posible observar que no se requirié6 de incrementos
significativos en cuanto al nimero de ciclos de acople ni aumento en los tiempos de

reaccion.

Ambos perfiles muestran el comportamiento estandar que se presenta en la SPPS donde
normalmente después del décimo residuo se requieren de dos a tres ciclos de acople para
alcanzar el 100 % de la reaccion, sin que esto sea sefial de dificultades sintéticas propias
e inherentes a algunas secuencias de dificil sintesis. Al presentarse secuencias dificiles,
se requiere de alternativas como son incremento en el numero de excesos
estequiométricos, mayores tiempos de reaccién, cambios de activadores clasicos del
grupo carboxilo como es el uso de sales de fosfonio o formacién de anhidridos simétricos,
entre otros. En general los resultados sintéticos de estas moléculas concuerdan con la
informacion reportada que indica que hay disminucion en la eficiencia del acople a medida

gue aumenta el nimero de los residuos de aminoacidos en la cadena peptidica [72].
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Figura 3-2. Perfiles sintéticos de los péptidos a microencapsular.
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Durante la SPPS es normal observar que cuando se presentan varios residuos del mismo
aminodacido seguidos independiente del tamafio 0 carga se presenten dificultades en el
acople. Si bien la secuencia del péptido hidrofilico 1756 presentd 3 residuos seguidos del
mismo amino&cido de gran volumen (**KKK?) la sintesis de este péptido no presentd

mayor dificultad para acoplar estos residuos.

Los tiempos de reaccion se manejaron de acuerdo con los protocolos estandar de SPPS,
1 hora para cada ciclo y para las reacciones O.N. permitidas se usoé la primera estrategia
de activacion del grupo carboxilo a fin de evitar favorecer reacciones colaterales debido a

los prolongados tiempos de reaccién.

Los perfiles sintéticos correspondientes a los dos péptidos neutros muestran que para el
péptido 24229 un 60 % de los residuos acoplaron con la primera estrategia de activacion
del grupo carboxilo y el 40 % restante requirié de ciclos adicionales de acople en los cuales
se vario la estrategia de activacion siguiendo los protocolos sintéticos. La sintesis de este
péptido presentd dos residuos de dificil acople, el primero en el residuo de metionina donde
a pesar de que este aminoacido se dejo en reacciéon O.N., este tiempo de reaccién no fue
suficiente para alcanzar el 100 % del acople y por lo tanto requirié de un segundo ciclo. El
segundo fue en el residuo 15 (Asn-15) que requirid6 de cuatro ciclos de reaccion para
completar el acople de este aminoacido. Aparte de estos dos casos el perfil sintético indicé

gue no se presentaron mayores dificultades sintéticas.

El perfil sintético del segundo péptido neutro fue muy similar al de su homélogo ya que
este también requirié aplicar estrategias de acople adicionales en los residuos que se
dejaron en reaccién durante la noche y en dénde en cuatro residuos se requirié6 de un
tercer ciclo de acople. Sin embargo, independiente de esto en cada perfil se identificé una
region que requirié de minimo dos ciclos de acople la cual se presento entre los residuos
8 al 15 para 24229 y entre los residuos 6 al 17 para 23681. Esto teniendo en cuenta los
protocolos estandarizados de SPPS por el grupo funcional de sintesis quimica de la FIDIC
gue indican que una vez dos residuos consecutivos requieran de dos o mas ciclos de
acople se debe aplicar inmediatamente un segundo ciclo, sin realizar prueba de ninhidrina
entre ellos; esta estrategia se ve claramente en los perfiles sintéticos cuando se observa

un minimo de dos ciclos de acople en varios residuos de aminoacidos seguidos.

Esta misma tendencia se observé para los péptidos hidrofébicos donde se recurrié a aplicar

dobles acoples sin hacer el ensayo de ninhidrinas entre ciclos entre los residuos 6 al 19
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para el péptido 35425 y entre 6 al 17 para 40318. Para estos dos péptidos la estrategia de
dobles acoples comenzé en la regién altamente hidrofébica que presentan estas
secuencias y adicionalmente cada péptido requirié6 en 5 de sus residuos tres ciclos de
acople, los cuales en su mayoria fueron en aminoacidos de caracter hidrofébicos. Sin
embargo, es importante recalcar que a pesar de que estos péptidos presentan unas
regiones altamente hidrofébicas determinadas por la alta composicién de aminoacidos con
valores positivos en la escala de hidropaticidad estas no afectaron significativamente la
sintesis de los péptidos, ya que no todos los aminoacidos hidrofobicos requirieron de

mayores tiempos y ciclos de acoples.

Lo anterior permite deducir que los ciclos adicionales se deben principalmente a una
caracteristica comunmente observada durante la SPPS, donde las eficiencias de acople
disminuyen en la medida en la que la cadena peptidica va en crecimiento. Estas
ineficiencias pueden deberse a varios factores entre los cuales esta la secuencia, por lo
gue la sintesis de péptidos es secuencia dependiente, tener varios residuos del mismo
amino&cido seguidos, por impedimentos estéricos de grupos protectores voluminosos que
impiden la reacciéon entre el grupo amino de la cadena peptidica en crecimiento con el
carboxilo activado del aminoacido entrante. Finalmente, debido a la formacion de
agregados entre cadenas adyacentes las cuales disminuyen la solvatacién de la cadena

peptidica dificultando la eficiencia del acople durante la sintesis.

Ademas de la estrategia ya mencionada de dobles acoples para solventar las ineficiencias
mencionadas durante el proceso de sintesis se recurri6 a otras técnicas como es el
incremento estequiométrico a 5 0 mas excesos de los reactivos involucrados en cada
estrategia de activacion del grupo carboxilo, para de esta manera aumentar la
concentracion del aminoacido a acoplar y asi favorecer la reaccién con el alfa-amino del
ultimo residuo acoplado, variar la reactividad del grupo carboxilo entrante en forma de éster
modificado, éster simple o usando sales de uronio y en algunos casos se adicion6 al medio
de acople un aditivo como el Triton X-100, el cual es capaz de romper las interacciones
débiles que permiten la formacion de agregados [73]. Todo esto de acuerdo con los

protocolos estandares de sintesis del grupo funcional de sintesis quimica de la FIDIC.

De manera general los resultados de los péptidos hidrofilicos 1756 y 1776 indicaron que
la sintesis no presentd mayores inconvenientes, ya que los tiempos de acoples fueron los

normales en una sintesis de péptidos y la mayoria de los aminoacidos se acoplaron con la
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primera estrategia de activacion del grupo carboxilo como éster modificado. En cuanto a
los péptidos clasificados en el grupo de neutros 23681 y 24229, los perfiles sintéticos
mostraron algunos puntos de ineficiencia comparado con los dos péptidos anteriores, ya
gue un mayor numero de residuos requirieron de hasta tres estrategias diferentes de
activacion, pero los tiempos de acople se mantuvieron dentro de lo esperado. Y con
respecto a los dos péptidos hidrofébicos 35425 y 40318, la cantidad de residuos que
requirieron de hasta tres ciclos de acople fue mayor que para los otros dos grupos

establecidos de sintesis.

Por altimo, en la figura 3-2 se muestra el perfil sintético del péptido control SPf66 que tiene
45 residuos de aminoacidos. Una caracteristica importante de esta molécula es que
contiene residuos de cisteina en sus extremos carboxilo y amino los cuales se usaron para
polimerizar el péptido via puentes disulfuro después de sintetizado, desanclado y
purificado. La molécula resultante de este proceso de oxidacion fue la que se emple6 en
este estudio como molécula control del sistema de microencapsulacion. Cabe mencionar
que este péptido fue sintetizado y polimerizado previo a este estudio siguiendo un protocolo
especialmente estandarizado para esta molécula, la cual fue evaluada en afios anteriores
en varios estudios preclinicos y clinicos como candidata a una vacuna contra la malaria
[74,75].

Cabe resaltar que este perfil sintético permitio confirmar como en la SPPS a medida que
se da la elongacién de la cadena peptidica se van acumulando las dificultades sintéticas
propias de la SPPS. Esto se observa claramente en el perfil sintético de la SPf66 en el
caso de las regiones repetidas (PNANP) donde se observé que independientemente que
sean la misma secuencia cada residuo de aminoacido requirid diferentes tiempos de
reaccion y estrategias de activacion del grupo carboxilo, siendo la segunda region
(*°PNANP?%) la que requiri6 mas ciclos de acople comparada con la primera regién
(**PNANP?),

3.3 Caracterizacion fisicoquimica de los péptidos crudos

y puros

De aqui en adelante se reporta el péptido antes de purificar como péptido crudo y como

péptido puro a aquel que ha sido sometido a un proceso de purificacién por RP-HPLC.
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Todos los péptidos crudos y puros involucrados en este estudio fueron caracterizados por
cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa RP-HPLC y por espectrometria de
masas MALDI-tof. En todos los andlisis se evidencié una sefal cromatografica mayoritaria
gue al ser analizada por la técnica complementaria de espectrometria de masas

correspondi6 al peso molecular de cada secuencia.

Inicialmente los péptidos crudos se caracterizaron con el fin de determinar la integridad y
pureza de las moléculas sintetizadas. Posteriormente, los péptidos se purificaron por
cromatografia semi-preparativa en fase reversa, con el fin de garantizar que las
caracteristicas de los sistemas microparticulares se deban al efecto del péptido per se y

no a alguna impureza que este contenga.

Tabla 3-2. Consolidado del rendimiento del proceso de sintesis y de purificacion por

péptido y especificaciones de los péptidos puros.

Peéptido Rendimiento Rendimiento Tiempo de Peso molecular

sintesis (%) Purificacion (%) retencion (min) experimental (Da)

Q

2 1756 44,35 21,26 15,08 2425,064

e

o

% 1776 45,39 17,24 15,46 2390,759

o 24229 38,44 10,99 24,60 2135,203

5 -

@

Z 23681 42,94 15,17 20,19 2329,550

o

% 40318 24,76 10,21 42,16 2286,777

8

S 35425 31.77 11,67 53,81 2405,033

T

=

‘g’ SPfee N.D. 16,43 21,84 4851,003

O

Los rendimientos del proceso sintético para cada péptido estan reportados en la tabla 3-2.
Estos rendimientos de sintesis de los péptidos estuvieron dentro de los valores esperados
para la sustituciéon de la resina empleada (0,53 mEq/g). Ademas, estos valores indicaron
gue ninguno de los seis péptidos correspondié a una secuencia con dificultades sintéticas
a pesar de que los valores determinados para los péptidos hidrofébicos fueron ligeramente
menores a los obtenidos en los otros dos grupos. Adicionalmente, en esta tabla se
consolidan los valores de tiempo de retencion y el peso molecular experimental de los

péptidos puros expresada en Daltons (Da). Donde los tiempos de retencién de los péptidos
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hidrofilicos fueron menores que los de los péptidos neutros y estos a su vez fueron
menores que los de los péptidos hidrofébicos, lo que a su vez se correlaciona con un
incremento en los porcentajes del solvente organico al cual fue eluido cada péptido a
medida que aumenté su hidrofobicidad. La pureza determinada por el area bajo la curva
por RP-HPLC de los péptidos purificados fue superior al 95 % y con respecto a los valores
de los pesos moleculares experimentales, correspondieron a los esperados para cada
secuencia. De esta manera, se determiné la integridad de los péptidos sintetizados y

purificados para ser evaluados en el posterior proceso de encapsulacion.

En las figuras 3-3 a 3-8 se muestran los resultados de la caracterizacion de los péptidos
crudos (parte superior) y de los péptidos puros (parte inferior), especificamente en el lado
izquierdo se reportan los perfiles cromatograficos y al lado derecho se muestra el espectro
de masas correspondiente. Los analisis obtenidos para el péptido hidrofilico 1756 se
muestran en la figura 3-3. En el cromatograma del crudo se observa una especie principal
con un tiempo de retencién de 14,89 minutos (correspondiente a la sefial de 2425,689 Da
en el espectro de masas del crudo). Sin embargo, las sefiales con pesos moleculares
inferiores se deben a reacciones colaterales presentadas durante la sintesis del péptido
donde la sefial marcada con (-18 Da), generalmente se atribuyen a reacciones de
deshidratacion de la amida (Q o N) a su nitrilo correspondiente por la deshidratacion de la
carboxamida durante la activacion del aminoacido, siendo esta la reaccion colateral

principal que se puede presentar en los residuos de Asny GIn [76].

La otra sefial corresponde a las sefiales cromatograficas que eluyeron a porcentajes
menores de ACN que la del péptido de interés y que corresponde al péptido delecionado
posiblemente en un &cido glutamico o lisina o glutamina (-129 Da), sin embargo, al
correlacionar el perfil sintético de este péptido esta sefal se puede atribuir probablemente
a una delecion de lisina debido a que estas requirieron mas ciclos de acople que los otros
dos posibles aminoacidos, ademés es importante recalcar que estas cadenas
delecionadas se pudieron presentar debido a que en algunos casos quedaron muy pocos
aminos libres que no fueron de facil acceso para reaccionar con el aminoacido, y en un
porcentaje tan bajo que no fue detectable por el ensayo de ninhidrina cualitativas. El
péptido fue purificado como se mencion6 en el numeral 2.3.3 donde su perfil
cromatogréfico presenté una Unica sefial por RP-HPLC a los 15,08 min y tenia el peso

molecular de la secuencia de interés 2425.064 Da como se registra en la tabla 3-2.
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Figura 3-3. Caracterizacion del péptido hidrofilico 1756.
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En la caracterizacion del péptido crudo 1776 (figura 3-4) la sefial cromatogréafica principal
de 15,35 min corresponde con el peso molecular de la secuencia de dicho péptido.
También en el espectro se pudieron evidenciar ineficiencias sintéticas como la
correspondiente a la sefial de -137 Da, que se pudo deber a una cadena delecionada en
una histidina y ademas se present6 la formacion de nitrilos que como ya se mencioné
previamente se dio por deshidratacién de su amida que es la sefial marcada como -18 Da.
Adicionalmente, en este cromatograma se observé hacia la parte posterior de la sefial
principal un solapamiento con sefiales correspondientes a especies formadas
probablemente durante el desanclaje del péptido, que a su vez corresponden a las sefiales
de peso molecular mayor a 2390,908 Da y que estan sefialadas en el espectro. Donde la
sefial (+ 270 Da) corresponde a reacciones de acilacién o alquilacion [77] entre tres grupos
bencilo y los grupos reactivos de las cadenas laterales ya desprotegidas del péptido de
interés, y la sefial marcada con un * corresponde a las cadenas delecionadas en la histidina
y que presentod la reaccidén colateral previamente mencionada. Independiente de estas
pocas ineficiencias sintéticas el proceso de purificacion permitié obtener el péptido con las

especificaciones de pureza deseadas, donde el péptido presentd una Unica sefial en
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cromatografia con un tg de 15,46 min y una Unica sefial por EM de 2390,759 Da con un
rendimiento de purificacion del 17,24 %.

Figura 3-4. Caracterizacion del péptido hidrofilico 1776.
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Con respecto al péptido 23681 (figura 3-5) el cromatograma del péptido crudo present6

una sefal principal con un tiempo de retencion de 20,24 min y la cual era correspondiente

al peso molecular de esta secuencia peptidica. Al considerar el analisis cromatogréfico del

péptido este es bastante limpio ya que no se observan especies de subproductos durante

la sintesis, lo cual se correlaciona con su perfil sintético que no presenté mayor complejidad

sintética y el cual presentd un rendimiento de sintesis del 42,94 %. A partir de su espectro

de masas se pudo identificar una delecién en una lisina (sefial de -128 Da) la cual pudo

haberse presentado durante el acople de alguna de las cinco lisinas que contiene su

secuencia, ademas se presentd una sefal de PM+168 Da que indicé que probablemente

se formaron aductos durante el desanclaje del péptido. El rendimiento de la purificacion

para este péptido fue del 15,17 % y los analisis realizados al péptido puro presentaron una
Unica especie por cromatografia (tr 20,19 min) cuyo PM fue de 2329,550 Da.
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Figura 3-5. Caracterizacion del péptido neutro 23681.
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Con respecto al otro péptido neutro 24229 (figura 3-6) el cromatograma del crudo refleja
varios puntos de ineficiencias durante la sintesis las cuales corresponden a las especies
gue eluyeron a porcentajes de ACN menores que la de la sefial principal. La sefial marcada
como -115 Da indic6 que el péptido presentdé una deleciéon probablemente de acido
aspartico o de asparagina que pudo haberse originado en la regién ’DDN'®, ademas se
debe tener en cuenta que la Asn-15 requirid de 4 ciclos de acople y a pesar de que la
reaccion se monitore6 por el ensayo cualitativo de ninhidrina, un porcentaje muy bajo de
grupos aminos libres quedaron inaccesibles para reaccionar con el aminoacido a acoplar
y al ser un porcentaje tan bajo no fueron detectados por el ensayo de ninhidrinas y como
consecuencia unas cadenas quedaron delecionadas. Sin embargo, en este caso no es
posible identificar plenamente cual de estos dos aminoacidos fue el delecionado ya que

casualmente estos dos aminoacidos tienen un peso molecular muy similar.
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A partir de las otras sefales se deduce que el péptido presenté una deshidratacion (-18
Da) la cual debi6 haberse presentado en una de las primeras asparaginas (Asn-3 y/o Asn-
10) y hasta una doble reaccién de deshidratacion (-36 Da) de las asparaginas la cual
pudieron haberse originado en la Asn-15 que como ya se mencion6 presentd dificultad
durante su acople y al ser la Ultima de las asparaginas acoplada tiene la probabilidad de
gue una cadena que ya presentaba deshidratacién volviera a presentar esta reaccion

colateral en este punto.

Figura 3-6. Caracterizacion del péptido neutro 24229.

voltaje, PEPTIDO 24229 (2135.8) SAFDDNLTAANAMGLILNKR CRUDO  BRGRER
1200000 24.65 — —;
| 28000
] 8,
10000001 ‘ i
! | 2 2135.996
800000 £6000
600000 ’ 2000 o
400000 } \Q
] J o
20000 [ o E
00000| TARLY | 2
AR N 1
AL b | Ll
D_,i,,i,,g,L,,,,,,,,aL.,u.'«.#. —
501520025 30 35, 40 (min) 1000 1500~ "2000 " 2500 3000 .
Voltaje )
PEPTIDO 24229 (2135.8) SAFDDNLTAANAMGLILNKR PURO E/"_'&','if"
500000 24.60 =
| =
\ .
400000
| So000- 2135.203
[ =
300000
4000+
200000
100000 ' 2000+
oA o I B
5 10 15 20 25 30 35 40 1000 1500 2000 2500 3000
Tiempo (min) m/z

Ademas, en este perfil cromatografico también se observan especies que corresponden a
reacciones colaterales que formaron aductos y son las sefales de pesos moleculares
superiores al del peso molecular del péptido (+ 90 Da) corresponden al aducto formado
entre el grupo bencilo con el péptido de interés y esta reaccion colateral de alquilacion se
dio durante la etapa de remocién de grupos protectores de cadenas laterales y el

desanclaje del péptido. A pesar de los subproductos observados en los analisis del péptido
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crudo la purificacién de 24229 permitié obtener una Gnica especie como se observa en el
cromatograma del péptido puro, la cual al ser analizada por espectrometria de masas
corresponde a una Unica sefial de 2135,203 Da correspondiente al PM del péptido deseado
(figura 3-6 parte inferior). El rendimiento del proceso de purificacion para este péptido fue
del 10,99 % donde este valor esta de acuerdo con el perfil cromatogréafico del péptido
crudo, el cual presenté un péptido con bastantes especies correspondiente a diferentes
subproductos y por lo cual el porcentaje del péptido integro en el crudo es mucho menor a
la de los perfiles cromatograficos de los otros péptidos viéndose reflejado en el rendimiento

final en la etapa de purificacion.

Con respecto a la caracterizacion de las moléculas hidrofébicas por cromatografia analitica
fue necesario modificar el programa de elucién debido a que al analizar las muestras
usando el programa convencional (0-70 % de ACN en 45 min) solo se pudo obtener el
cromatograma del péptido 40318 y el péptido 35425 no pudo ser caracterizado bajo ese
sistema cromatografico siendo la alta hidrofobicidad del péptido la responsable de este
resultado. Por esta razén se volvieron a analizar los dos péptidos en un nuevo programa
el cual fue de 0-85 % de B en 55 minutos en donde se aumentd tanto el tiempo de elucién
como el porcentaje de ACN y se encontrd que este fue adecuado para realizar los analisis

de los dos péptidos hidrofébicos.

Con respecto a la intensidad de la sefal cromatogréafica en comparacion con la de los otros
5 péptidos evaluados fue ancha y poco intensa lo cual se debié a que al ser muestras
altamente hidrofébicas son insolubles en agua y por lo tanto se espera que la cantidad de
analito inyectado sea mucho menor. Es importante considerar que el ensanchamiento del
pico se debe a que al estar el analito mas retenido en la fase estacionaria va a requerir un
mayor volumen de elucion debido a que se diluye a medida que avanza a través del
sistema cromatografico, lo cual esta relacionado con que la concentracion del analito es
directamente proporcional al area que genera y ademas se ha establecido que a mayores
tiempos de retencién hay un ensanchamiento del pico, que conlleva a una disminucién de
la altura de la sefial cromatografica por el fendmeno recientemente mencionado [71]. Sin
embargo, estas son observaciones realizadas en cuanto al perfil cromatogréafico de la
muestra y por lo tanto para discutir mas afondo la relacién acerca de la cantidad del péptido
se debe hacer un calculo de la concentracion de analito por alguno de los métodos

reportados en la literatura.
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Figura 3-7. Caracterizacion del péptido hidrofébico 40318.
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En la figura 3-7 se muestran los analisis del péptido 40318 el cual presentd una sefial a los
42,47 minutos que al ser analizada por espectrometria de masas se identificé con el peso
molecular de la secuencia de interés (2286,717 Da). Ademas, el espectro de masas
presentd dos sefales de peso superior al del péptido de interés, una de ellas marcada con
(*) que indico que se presentaron algunas reacciones colaterales durante el desanclaje del
péptido y la sefial mas predominante que correspondié al PM del péptido mas el ion sodio
(+ 23 Da). Posterior a la etapa de purificacion que present6 un rendimiento del 10,21 %,
valor que en parte se debi6 a la baja solubilidad en agua, los analisis mostraron que se
obtuvo una molécula limpia de subproductos que eluy6é con un tiempo de retencion de

42,16 min y present6 un peso molecular de 2286,777 Da.

De igual forma, el espectro de masas del péptido 35425 (figura 3-8) indic6 que la secuencia
sintetizada correspondia a la del péptido de interés. Se presentaron algunos subproductos
durante la sintesis, las cuales corresponden a las sefales de pesos moleculares menores

al esperado y corresponden a las débiles sefiales observadas a tiempos menores a 53,99
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min, entre las que se observé una reaccion de deshidratacién de la amida (-18 Da) y una
cadena delecionada (-113 Da) probablemente en algun residuo de isoleucina o leucina, los
cuales estan en una alta proporcién en la secuencia, y son unos de los residuos que le
confieren el alto caracter hidrofébico a este péptido. El proceso de purificacion present6 un
rendimiento del 11,67 % el cual permitié obtener una especie limpia la cual present6 por
RP-HPLC una sefial a los tr 53,81 minutos que pes6 2405,033 Da determinado por
espectrometria de masas.

Figura 3-8. Caracterizacion del péptido hidrofébico 35425.
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El péptido control SPf66 que previamente habia sido sintetizado y polimerizado fue
caracterizado y sus analisis se muestran en la figura 3-9. EI RP-HPLC mostré un perfil
cromatogréafico caracteristico de péptidos que contienen cisteinas donde las sefales
cromatograficas con tg de 23,73 y 24,93 minutos correspondieron a la distribucion de los
diferentes productos de la polimerizacion via cisteinas: monémeros, dimeros, trimeros o
tetrameros. Al analizar las dos sefiales por EM se encontré que las dos correspondian al

PM del péptido de interés. Estos resultados estan de acuerdo con los reportados para la
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caracterizacion de este péptido, en donde se determind por cromatografia de exclusion por
tamafo (HPLC-SEC por sus siglas en inglés), que el péptido polimerizado presentaba
varias especies siendo la monomérica la que se encontraba en mayor proporcién, seguida
por los dimeros y una ultima especie que podia atribuirse a trimeros o tetrameros del
péptido [78].

Figura 3-9. Caracterizacion del péptido control SPf66, el analisis de cromatografia se

muestra a la izquierda y el espectro de masas a la derecha.
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De manera general en cada cromatograma de los péptidos puros se ve una Unica sefal
por cromatografia analitica, la cual al colectar el pico y analizarlo por espectrometria de
masas correspondié con el peso molecular de la secuencia sintetizada. Con respecto a la
clasificacion de las secuencias (hidrofilicas, neutras e hidrofébicas) realizada mediante la
determinacion del indice de GRAVY, los perfiles cromatograficos de los péptidos puros se
relacionan de manera correcta con la clasificacién realizada segin se mencioné en el

numeral 3.1 de este documento.

3.4 Microencapsulacion de los peptidos

Los siete péptidos seleccionados se microencapsularon usando la técnica de doble
emulsién-evaporacion del disolvente. Cada péptido se microencapsulé siguiendo una de
las tres metodologias (Total, Fraccion Soluble y Sélido) y se realizaron dos lotes por cada
una. En la tabla 3-3 se muestra el cédigo de identificacion y la composicién de cada uno
de los 42 sistemas elaborados. De acuerdo con cada uno de los sistemas desarrollados,

la cantidad de agua en la que se disolvio el péptido, de fase organica, de disolucién de
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PVA al 8 % y de IPA al 2 % se mantuvieron constantes y estan especificadas en el numeral

2.4 de este documento.

Tabla 3-3. Cédigo de identificacion y composicion de los sistemas microparticulares

elaborados.

- 5ot MP imi
codigo  TRh PR Mo SRl
1756-T1 62,52 6,28 50,48 73,37
1756-T2 62,50 6,28 50,77 73,82
1756-FS1 62,53 5,89 53,77 78,59

o 1756-FS2 62,80 5,89 52,03 75,75
O 1756-S1 62,64 6,30 56,00 81,23
% 1756-S2 62,67 6,32 49 51 71,76
5 1776-T1 62,48 6,30 51,16 74,38
T 1776-T2 62,64 6,29 50,50 73,26
1776-FS1 62,67 5,55 57,08 83,67
1776-FS2 62,78 5,55 48,23 70,58
1776-S1 62,61 6,26 52,23 75,84
1776-S2 62,62 6,39 48,87 70,82
24229-T1 62,46 6,28 58,65 85,32
24229-T2 62,60 6,28 54,31 78,85
24229-FS1 62,70 2,67 51,58 78,90
24229-FS2 62,88 2,67 53,95 82,30
o 24229-S1 62,55 6,31 48,07 69,81
£ 24229-S2 62,53 6,27 53,24 77,38
2 23681-T1 62,64 6,28 42,46 61,61
23681-T2 62,51 6,26 43,60 63,40
23681-FS1 62,78 4,03 68,10 101,93
23681-FS2 62,62 4,03 46,01 69,03
23681-S1 62,49 6,57 51,82 75,04
23681-S2 62,60 6,26 53,31 77,42
40318-T1 62,51 6,28 49,30 71,67
40318-T2 62,51 6,28 50,54 73,47
40318-FS1 62,80 0,85 53,41 83,91
o 40318-FS2 62,49 0,85 53,11 83,85
% 40318-S1 62,61 6,30 53,24 77,26
© 40318-S2 62,68 6,36 54,22 78,53
© 35425-T1 62,47 6,29 53,46 77,75
% 35425-T2 62,87 6,28 51,01 73,77
35425-FS1 62,89 0,45 59,30 93,62
35425-FS2 62,57 0,45 47,51 75,39
35425-S1 62,62 6,27 56,47 81,97
35425-S2 62,54 6,25 56,92 82,74
SPf66-T1 62,57 6,58 52,25 75,56
— SPf66-T2 62,52 6,28 49,94 72,59
£ SPf66-FS1 62,83 5,78 51,23 74,67
3 SPf66-FS2 62,63 5,78 51,57 75,38
© spfes-s1 62,67 6,33 40,99 59,41
SPf66-S2 62,52 6,29 50,78 73,80

La codificacion asignada a cada sistema indica en primer lugar el péptido empleado,
seguido por la metodologia usada en cada caso (T: total, FS: Fraccién Soluble y S: sélido)
y un nimero que indica el lote o0 numero de veces que se elaboré dicho sistema (1 o 2).

Asi mismo, en esta tabla se reporta la cantidad de microparticulas obtenidas en cada
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sistema y el rendimiento del proceso de microencapsulacion se determind siguiendo la

siguiente expresion matematica:

.. MP . .
Rendimiento del proceso (%) = %100 % Ecuacién 4
Peso del sistema inicial

Donde, MPs se refiere a la cantidad de microparticulas obtenidas, el Peso del sistema
inicial corresponde a la sumatoria de la cantidad de PLGA y péptido empleado en cada

caso.

De manera general, los 42 sistemas elaborados presentaron rendimientos del proceso de
microencapsulacion entre el 59 % y 101 %. Evaluando el rendimiento del proceso por
péptido, se tiene que el péptido 1756 presentd en promedio entre los dos lotes un
rendimiento del proceso del 75,8 %, muy similar al obtenido para el otro péptido hidrofilico
1776 que fue del 74,8 %. Para el caso de los dos péptidos neutros el promedio de
rendimiento del proceso estuvo en 78,7 % para el péptido 24229 y fue del 74,7 % para
23681. Con respecto a los péptidos hidrofobicos estudiados, el promedio del rendimiento
del proceso de los dos lotes fue del 78,1 % para 40318 y del 80,9 % para 35425.
Finalmente, el promedio de rendimiento del proceso para el péptido control SPf66 fue del
71,9 %. Estos resultados indicaron de manera general que el rendimiento del proceso de
encapsulacion de los péptidos sintetizados es relativamente alto, y que durante el proceso
de microencapsulacion se presentd alguna pérdida, las cuales seguramente se deben a
transferencias incompletas de las emulsiones o también se pudieron haber originado
durante el proceso de lavado y centrifugacion, previo a la recoleccion de los sistemas

microparticulares.

Con el fin de evaluar si una metodologia en particular presentaba menor rendimiento
durante el proceso, se compard este parametro por péptido y por cada metodologia
empleada. Sin embargo, no se encontré una tendencia que permitiera concluir que una
metodologia de microencapsulacion presentara un efecto marcado sobre el rendimiento

del proceso.

Para el péptido hidrofilico 1756 se obtuvo en promedio un rendimiento del proceso del
73,59 £ 0,31 %, 77,17 £+ 2,01 % y 76,50 + 6,69 % al ser microencapsulados por las
estrategias Total, Fraccion Soluble y Sdélido, respectivamente. En el caso del péptido 1776
fue de 73,82 £ 0,79 % (T), 77,13 £ 9,25 % (FS) y 73,33 £ 3,55 % (S). Los rendimientos del
péptido neutro 24229 fueron de 82,08 + 4.58 % por la estrategia Total, 80,60 + 2.40 % por
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Fraccion Soluble y 73,60 £ 5,36 % para Soélido. Con respecto al péptido 23681 se
obtuvieron 62,50 £ 1,27 % (T), 76,23 + 1,68 % (S) y 85,48 £ 23,26 % (FS), cabe mencionar
gue el rendimiento de 23681-FS1 estuvo por fuera del esperado (> al 100 %) y una posible
explicacion es que el proceso de lavado luego de la segunda emulsién e insolubilziacion
de las particulas no fue completo y probablemente quedo un remanente de PVA, que

generd un incremento en el valor de la cantidad de microparticulas liofilizadas obtenidas.

El rendimiento del proceso para el péptido hidrofobico 40318 fue del 72,57 + 1,27 % para
la estrategia T, 83,88 +£ 0,04 % para FSy 77,90 £ 0,90 % por S. Para el péptido 35425 fue
de 75,76 £ 2,82 % para Total y para la Sélido fue de 82,36 + 0,55 %. En el caso de Fraccién
Soluble uno de los lotes presenté menor rendimiento (75,39 %) con respecto al otro
(93,62 %). Las diferencias en estos rendimientos del proceso se pudieron deber
basicamente a la falta de un control completo durante los lavados, quedando un remanente
de algiin componente que generd6 un incremento en el rendimiento del proceso. O, por otra
parte, que durante la centrifugacién se hubiese descartado parte del sistema disperso

generando una pérdida de peso.

La molécula control del proceso SPf66 también se microencapsuld 6 veces, dos por cada
estrategia descrita en este estudio. Los rendimientos del proceso fueron muy similares
entre los 6 sistemas salvo por una réplica de la estrategia Sé6lido donde se obtuvo un bajo
rendimiento del proceso, el cual como ya se ha mencionado puede haberse debido a
pérdidas de microparticulas durante la recoleccién por centrifugacién o debido a un
incompleto transvasado de una de las emulsiones. Sin embargo, evaluando el rendimiento
promedio determinado para cada péptido y por cada estrategia se infiere que
independiente de la naturaleza del péptido en todos los casos se obtiene aproximadamente
la misma cantidad de sistema microparticulado y por lo cual se deben caracterizar los
diferentes parametros de los sistemas con el fin de determinar cuales se ven directamente

afectados por la hidrofobicidad del péptido encapsulado.
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3.5 Caracterizacion de los sistemas microparticulares

3.5.1 Tamano

Los resultados de tamafio promedio (Z-ave) e indice de polidispersidad (Pdl) de los
sistemas obtenidos permitieron determinar si estos cumplieron con las especificaciones
deseadas para ser considerados como un posible sistema de entrega de la vacuna que
esta siendo desarrollada en la FIDIC. En cuanto al tamafio, este debe estar entre un rango
de 0,5 a 10 micrémetros (um) para que asi el sistema sea fagocitado y ademas se busca
gue las particulas presenten una minima dispersién de tamafio, por lo cual para verificar
esto se determind el indice de polidispersidad de los sistemas microparticulares. Los
valores determinados para los 42 sistemas en cuanto al tamafio (Z-ave) e indice de

polidispersidad (Pdl) se reportan en la figura 3-10 A.

Con el fin de tener una referencia de los sistemas microparticulares obtenidos se hizo un
lote de microesferas vacias por la metodologia Total, el cual presenté un tamafio promedio
de 2124 nm con un alto indice de polidispersidad (Pdl 1,000). Al evaluar el tamafio
promedio de los diferentes sistemas se encontr6 que las 42 muestras presentaron tamafos
gue estuvieron dentro del rango esperado, en donde el sistema que presenté un menor
tamafio promedio fue 1756-S1 con 1839 nm, y el que present6 el mayor tamafio promedio
fue 23681-FS1 con 9477 nm. Con respecto al caso particular del sistema que presento el
mayor tamafio de particula de los sistemas elaborados, este a su vez fue el que presento
el mayor rendimiento del proceso (tabla 3-3) ya que se obtuvo mayor cantidad de
microesferas que las esperadas. Estos resultados se pueden relacionar en cuanto a que
se pudo haber determinado un mayor diametro hidrodinamico, debido a que hubo una
adsorcion de PVA o del péptido sobre la superficie de la particula lo cual se vio reflejado
en un mayor tamafio promedio de particula y a su vez en mayor cantidad de microesferas

obtenidas.

En cuanto a la influencia de la hidrofobicidad del péptido en el tamafio de los sistemas
microparticulares desarrollados, estos no estuvieron directamente relacionados, ya que
como se vio en la parte B de la figura 3-10, no hubo sistemas con un grupo de péptidos
(hidrofilico, neutro o hidrofébico) que presentara en todos los casos particulas de mayor o

menor tamafo.
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Figura 3-10. Propiedades fisicoquimicas de los sistemas microparticulares obtenidos. A:
Tamafio promedio de particula e indice de polidispersidad. B: Distribucion del tamafio
promedio por estrategia de microencapsulacién y C: Distribucion del Pdl promedio por

estrategia de microencapsulacion.

A B
Caodigo é_ﬁ\ﬁ) Pdl _ ®
1756-T1 3194 0,137 E 6000 °
1756-T2 4572 1,000 g o
1756-FS1 3130 0,087 % o ®
1756-FS2 3293 0,518 b ° ° ®
8 1756-s1 1839 0,234 £ 400010 ®
S 1756-S2 4422 0,325 o ® ® - ° ®
5 1776-T1 4640 0,171 =3 i °
T 1776-T2 3935 0,850 2
1776-FS1 5444 0,179 @ 20001
1776-FS2 5202 0,593 £
1776-S1 3808 0,796 =
1776-S2 5114 0,140
R 0 ’ r .
;iggg;; :’gﬁ’ 8:2;3 Total Fraccién Sélido
24229-FS1 5736 0,677 soluble
24229-FS2 4325 0,245
o 24229-S1 2639 0,975 C
£ 24229-S2 4047 0,540 1.0-
2 23681-T1 2971 0,321 ®
23681-T2 4343 0,430
23681-FS1 9477 0,587 0.81
23681-FS2 4329 0,494 2 ®
23681-S1 2007 0,360 5
23681-S2 3292 0,266 £ 0.61 s ®
40318-T1 3903 1,000 2 ° [
40318-T2 5200 0,584 2 0.4 8 -
40318-FS1 3449 0,850 o ®
o 40318-FS2 4848 0,485 o - 8
£ 40318-S1 5028 0,498 0.2
© 40318-S2 6051 0,263
S 35425-T1 4103 0,729
S 35425-T2 5029 0,498 0.0 v
T 35425.FS1 4330 0.017 Total Fraccion Sdlido
35425-FS2 3210 1,000 soluble
35425-S1 4525 0,567
35425-S2 7422 0,330
SPf66-T1 3400 0,316 ® 1756 @ 1776 ® 24229 e 23681
= SPf66-T2 3685 0,328
£ SPf66-FS1 2856 0,326 40318 ® 35425 e SPf66
S SPf66-FS2 2478 0,876
© spfee-s1 5571 1,000
SP{66-S2 2986 0,882

Lo mencionado anteriormente se puede evidenciar al comparar el promedio del tamafio de
los lotes obtenidos para cada péptido versus la estrategia de microencapsulacion
empleada. Para esto se debe tener en cuenta la clasificacion realizada previamente de los
péptidos en cuanto a su indice de hidropaticidad en hidrofilicos: 1756, 1176 y SPf66;
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neutros: 23681 y 24229 e hidrofébicos: 35425 y 40318 que al organizarlos de menor a

mayor tamafio segun la estrategia empleada se representan de la siguiente manera:

e Total: 24229 < SPf66 < 23681 < 1756 <1776 < 40318 < 35425.
e Fraccion Soluble: SPf66 < 1756 < 35425 < 40318 < 24229 <1776 < 23681.
e Sdlido: 23681 < 1756 < 24229 < SPf66 < 1776 < 40318 < 35425.

Esta escala represent6 la distribucién de la figura 3-10 B, que permitié evidenciar que el
tamafio promedio de los sistemas no dependié de la naturaleza hidrofébica del péptido
encapsulado. Esto se corrobord al comparar los sistemas que presentaron menor tamafio
de particula, a manera de ejemplo, en el caso de la estrategia Total fue el sistema con el
péptido neutro 24229, mientras que para los sistemas FS fue el sistema con el péptido
control SPf66. Es decir, no se vio una tendencia clara en cuanto a que péptidos con cierta
caracteristica generaran particulas de mayor o menor tamafo, por el contrario, estos se
ubicaron indistintamente en cada escala. Y en cuanto al tamafio de particula promedio de
estos sistemas, tampoco se presentd ninguna relacion con la naturaleza hidrofébica del
péptido, en donde fue de 3343 nm para los sistemas con el péptido neutro y de 2267 nm

para el péptido control.

Ademds, cuando se evaluaron los 6 sistemas particulares obtenidos para cada péptido,
estos también presentaron diferentes tamafios segin la estrategia de encapsulaciéon
empleada. Retomando el caso del péptido 24229 el menor tamafio de particula se obtuvo
al utilizar la estrategia Solido, seguido por los sistemas obtenidos por la estrategia Total y
donde las particulas de mayor tamafio fueron obtenidas por la técnica de Fraccion Soluble.
Los resultados obtenidos mostraron que cada péptido se comporto diferente independiente
gue estuvieran clasificados en el mismo grupo, ademas que en ninguna de las tres
estrategias se puede hacer una asociacién entre el tamafio de particula y el caracter

hidrofébico del péptido.

Sin embargo, al evaluar el promedio de los lotes de los sistemas obtenidos por las
estrategias Ty FS cargados con los péptidos 1756, 40318, 35425 y SPf66 se observo una
relacion entre el tamafio promedio de las particulas y la cantidad de péptido en la fase
acuosa interna, donde a mayor cantidad de péptido inicial (los sistemas elaborados por la
estrategia T) presentaron un mayor tamafio promedio de particulas que los elaborados por

la otra estrategia (FS). Esto probablemente se debi6 a que al haber méas péptido en la fase
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interna, la densidad de esta fase fue mayor y por lo tanto la viscosidad de la emulsion
(W41/0), lo cual gener6 mayores tamafios de particula [79]. Otro factor que influyo
directamente en el tamafo de particula es una elevada velocidad de evaporacion del
solvente organico, la cual induce la rapida insolubilizacion del PLGA generando
microparticulas de mayor tamafio y con presencia de poros en la superficie. Sin embargo,
para saber si este fenbmeno fue el responsable de las particulas de mayor tamafio, se

debe evaluar los resultados del analisis de forma de los diferentes sistemas.

El indice de polidispersidad de los sistemas microparticulares presenta un efecto directo
durante la liberacién del IFA, debido a que las particulas de diferentes tamafios en un
mismo sistema se degradaran a diferentes velocidades y afectaréa la velocidad de liberacién
del péptido. En cuanto al valor del indice de polidispersidad el sistema es mas disperso
entre mas cercano a 1,000 y entre mas cercano al cero este es mas homogéneo, sin
embargo, por definicién un sistema particulado se considera como monodisperso cuando
este presenta un valor de Pdl < 0,070 [80]. Por lo cual, de los 42 sistemas elaborados solo
el sistema 35425-FS1 fue monodisperso y por lo tanto los otros sistemas obtenidos se
deben considerar como sistemas polidispersos. Para los 7 péptidos, la estrategia Sélido
fue la que en general presentdé menor grado de polidispersidad con respecto a las otras
dos estrategias, lo cual posiblemente se debié a que como el sistema carece de fase
acuosa interna, no se generaron espacios acuosos en la matriz polimérica, sino que el
péptido sdlido se dispersé uniformemente en la fase organica. Considerando estos
resultados se sugiere un mayor control en las condiciones de intensidad y tiempos de
homogenizacién durante la formacién de las emulsiones para minimizar el Pdl de los

sistemas, con el fin de tener sistemas microparticulares con tamafios similares entre si.

Los resultados globales de tamafio promedio de los sistemas microparticulares indicaron
gue ni el caracter hidrofébico del péptido ni la metodologia de microencapsulacion
determinan este parametro. Lo que permite confirmar que el tamafio de las microparticulas
esta influenciado por variables del proceso de microencapsulacién, que segun lo reportado
en otras investigaciones estan mas relacionados con la velocidad y tiempo de
homogenizacién aplicadas durante la preparacion de las emulsiones, la viscosidad de las
emulsiones o con la concentracién del PLGA en la fase organica [61,81-83]. Como se ve
claramente en la figura 3-10 C, en cuanto al indice de polidispersidad varios de los
sistemas presentaron relativamente un alto indice de polidispersidad, por lo cual para

minimizar este efecto se debe ejercer un mejor control en los pardmetros y condiciones del
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proceso de homogenizacién y hacer un tamizaje por tamafio durante la coleccion de las

microparticulas.

3.5.2 Forma

Las caracteristicas morfolégicas de todos los sistemas microparticulares se evaluaron con
el fin de determinar si la hidrofobicidad del péptido o la técnica de microencapsulaciéon
influian en las propiedades morfolégicas. A continuacion, en la figura 3-11 se muestran las
micrografias de los sistemas obtenidos por las tres técnicas empleadas en este estudio,
para cada péptido y segun el lote elaborado. En la figura estan sefialadas con flechas de
diferentes colores algunas deformaciones observadas en las particulas, donde las flechas
de color fucsia muestran deformaciones causadas por asociaciones entre particulas, las
de color amarillo indican particulas fracturadas, el azul claro sefiala una red, las verdes

indican poros superficiales y por altimo las rojas indican esferas huecas.

En todas las micrografias se observé que las microparticulas en su mayoria presentaron
geometria esférica de diferentes tamafios, lo que corroboré los resultados reportados en
la figura 3-10 en cuanto a que se obtuvieron sistemas polidispersos, atribuido
probablemente a variaciones en las condiciones durante las etapas de formacion de las

emulsiones involucradas en el proceso de elaboracion de los sistemas microparticulares.

En la figura 3-11 fue posible visualizar parte de la estructura interna en las micrografias
correspondientes a las microparticulas elaboradas por las estrategias Total y Fraccion
Soluble para los péptidos hidrofilicos, los neutros y con el péptido control. Probablemente
debido al espacio ocupado por las goticulas de agua de la fase acuosa interna (W)
dispersa en la fase organica (O), que luego del proceso de liofilizaciébn generd una
estructura interna porosa y con presencia de canales [84]. Este fendmeno esta de acuerdo
con la metodologia de encapsulacién empleada, ya que en estas dos estrategias (T y FS)
el péptido fue disuelto en agua, la cual constituy6 la fase acuosa interna de la doble
emulsién. Contrario a esto, en los sistemas elaborados por la estrategia Sélido (S) no se
observo este fendmeno debido a que estos sistemas no tuvieron fase acuosa interna. Para
estos casos se prepar0 un sistema tipo S/O/W el cual probablemente generé una alta
presién osmotica entre la fase acuosa externa y la fase organica, razon por lo cual estos

sistemas presentaron unas superficies lisas y mas densas [85].
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Figura 3-11. Micrografias de las microesferas de PLGA cargadas con los péptidos sintéticos tomadas a 10 kV x 15,000 aumentos.
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Debido a que en estos sistemas el péptido fue dispersado en la fase organica, por lo tanto,
no se debieron presentar cavidades internas en estas particulas y por esta razén no fue

evidente esa estructura interna porosa.

Con respecto a las deformaciones observadas en los diferentes sistemas, en la figura se
sefialan con una flecha fucsia las imperfecciones atribuidas a las asociaciones entre
particulas. Donde una particula de menor tamafio deformé la superficie de una microesfera
mas grande y queddé adherida a ella, este fendmeno se observo claramente en los sistemas
1756-FS2, 1776-FS2, 24229-T, 24229-FS1, 23681-T1, 23681-FS2 y SPf66-T1.

Por otro lado, el fendmeno que se observd en mayor proporcién en los sistemas obtenidos
esté sefialado con una flecha de color verde, la cual muestra un hundimiento superficial el
cual podria deberse a los canales o poros que se formaron durante el proceso de
difusién/evaporacion del disolvente (O) [86] y de sublimacion del agua (W:) durante el
proceso de secado por liofilizacion. En cuanto al tamafio del poro, este se vio relacionado
con la relacion de la fase acuosa interna, donde a mayor volumen de esta fase hay una
mayor microestructura interna porosa [87,88] la cual podria estar directamente relacionada

con el perfil de liberacién del péptido [89].

De igual manera en las micrografias también se observaron ciertas particulas que no
fueron completamente esféricas y estas estan sefialadas con una flecha de color amarillo.
Aunque esta deformacién esta en baja proporcién, en algunos sistemas se vio reflejado
como particulas que presentaron poca esfericidad, en donde este fenémeno
probablemente se debid a una rdpida evaporacion del solvente organico, la cual no permitié
gue se diera una evaporacién homogénea alrededor de la superficie de la particula a
medida que se insolubilizaba el PLGA [55], esta condicién a su vez también pudo haber
sido la responsable de tener particulas de mayores tamafios. En los sistemas 1756-T1,
1756-S1 y 1776-S-2 se observaron formas no esféricas que podrian deberse a

aglomerados del polimero.

Por otro lado, sefialado con una flecha de color azul, en los sistemas 24229-S2, 23681-S2,
SPf66-T2 y SPf66-S2 se muestra una estructura analoga a una red que se sugiere pueda
deberse a algo de PVA que no se removié completamente en el proceso de lavado y quedé
remanente en los sistemas liofilizados. Finalmente, la Ultima deformacidon observada
sefiala con una flecha roja unas particulas “huecas”, las cuales probablemente se

formaron debido a que la capa superficial de estas particulas era muy delgada y no resistio
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las fuerzas de la presion osmotica generadas entre el interior y la fase acuosa externa, que
se rompié durante la evaporacién del disolvente y sublimacion del agua dejando una

particula de esta caracteristica [90].

Una particularidad que se presentd al momento de realizar el analisis fue que al incidir el
haz de electrones sobre la muestra 40318-T1 las particulas se fundieron generando el
efecto que se observa en esas micrografias. Un resultado importante que se puede extraer
de las microfotografias de los sistemas hidrofébicos es que estos son los que presentan
microparticulas mas esféricas con una superficie compacta y lisa, independiente de la
estrategia de microencapsulacion empleada. Esto pudo deberse a que el alto caracter
hidrofébico de los péptidos contribuy6 a que se generara un eflujo de agua desde la fase

interna (W) hacia el exterior generando asi particulas més densas.

De manera general, los sistemas con péptidos neutros presentaron mas deformaciones
morfolégicas, seguido por los sistemas con los péptidos hidrofilicos y donde los sistemas
cargados con los péptidos hidrofébicos fueron los que presentaron la estructura superficial
mas regular e integra. Esto permitiria suponer que estas diferencias se deban a la
naturaleza del péptido encapsulado, de igual forma se debe tener en cuenta que los
sistemas no son homogéneos ya que en un mismo lote se pueden observar particulas
morfolégicamente distintas, las cuales muy probablemente vayan a influir en la liberacion
del péptido. Sin embargo, para poder concluir mas acerca del efecto de la hidrofobicidad
del péptido en los sistemas microparticulares es necesario continuar con la caracterizacion

de los sistemas.

3.5.3 Cargay eficiencia de encapsulacion

Considerando los resultados anteriores de caracterizacién de las microparticulas en cuanto
al tamafo e indice de polidispersidad, no se encontr6 un efecto determinante entre la
naturaleza del péptido y estos parametros. Seguidamente, se reporta el efecto del caracter
hidrofobico del péptido a microencapsular en cuanto a la carga (Q) y a la eficiencia de
encapsulacion (EE). Para esto se determiné la cantidad de péptido encapsulado (péptido
adsorbido més péptido atrapado en la matriz polimérica), ya que es importante tener muy
presente esta relacion en el sistema de entrega desarrollado. En el caso de un sistema de
liberacién para una vacuna, se busca que el péptido adsorbido o de rapida liberaciéon

simule la primera dosis y que una vez comience el proceso de degradacion del polimero
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se libere el péptido equivalente a la segunda dosis, correspondiente al péptido atrapado

en la matriz polimérica.

Por esta razon y para evaluar el efecto de la hidrofobicidad de la molécula en los diferentes
sistemas microparticulares, la cuantificacion de los péptidos se realizé mediante el kit de
Micro BCA y la concentracion de cada péptido se determind por interpolacion en la curva
de calibracion elaborada con el péptido 1756, tomado como referencia. Por consiguiente,
la determinacion de carga de cada uno de los sistemas obtenidos se realizé con respecto
ala misma curva de calibracién, en el rango de trabajo lineal entre 1 — 25 pg/mL. En cuanto
a los resultados de carga y eficiencia de encapsulacién, estos se obtuvieron usando las
ecuaciones 1-3 mencionadas en el numeral 2.5.3 y los resultados para los 42 sistemas

elaborados se reportan en la tabla 3-4.

En primer lugar se evalud el péptido SPf66 para determinar si los parametros de la técnica
de microencapsulacion eran adecuados, ya que en este trabajo se adapto6 la metodologia
gue habia sido establecida en los estudios anteriores [91]. Los valores de EE obtenidos
para los sistemas SPf66-T indicaron que la adaptacion realizada de los parametros del
proceso de microencapsulacion fue apropiada, donde en promedio se obtuvo una EE del
83,4 % al cuantificar usando la curva de calibracion del péptido 1756. Este resultado dio
via libre a usar esta curva de calibracion para hacer las determinaciones relativas del
péptido encapsulado en todos los sistemas elaborados, ya que los valores obtenidos para
el péptido control fueron muy similares a los reportados en los estudios previos (EE= 84,0
+ 6,1 %), en donde cuantificaron usando una curva de calibraciéon con el mismo péptido
SPf66 [70].

Segun los datos reportados en la tabla 3-4 con respecto a la carga (Q), se puede afirmar
gue este parametro esta relacionado con la estrategia de microencapsulacion empleada y
con la cantidad de péptido inicial (anexo 8). Los resultados que se muestran en la parte A
de la figura 3-12 indicaron que para un mismo péptido los valores obtenidos de Q para los
sistemas T, FS o S fueron diferentes, en donde para todos los péptidos excepto en el caso
del 1756 la estrategia Total dio valores de Q mas altos entre las diferentes estrategias
empleadas, y en casi todos los casos los sistemas elaborados por la estrategia Sélido

presentaron los menores valores determinados para este parametro.
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Tabla 3-4. Cuantificacion del péptido cargado en microesferas de PLGA y EE (media +

desviacion estandar, n = 3).

Caodigo %Q %EE % Adsorbido % Atrapado
1756-T1 1,64+0,05 16,85+0,73 56,00+3,15 44,00+3,00
1756-T2 0,98+0,02 10,74+0,58 57,41+5,04 42,59+2, 00
1756-FS1 1,9320,07 22,34+0,83  41,04+3,02 58,96+2,18
1756-FS2 2,71+0,08 31,35+0,94 37,34+0,78 62,66+2,88
8 1756-S1 0,37+0,01 4,00£0,16 23 70+3,60 76,30+1,80
= 1756-S2 0,26+0,01 2,82+0,13 26,41+3,62 73,59+2,56
-g 1776-T1 2,14+0,02 23,45+0,28 65,07+0,86 34,93+0,86
T 1776-T2 2,63+0,08 28,84+0,96 59,70+1,06 40,30+3,17
1776-FS1 2,07+0,04 25,54+0,55 50,73+1,66 49,27+1,40
1776-FS2 2,13+0,09 26,12+1,04 42,16+3,05 57,84+2 .58
1776-S1 0,35+0,05 3,894+0,54 63,82+11,14 36,18+8,44
1776-S2 0,24+0,02 2,64+0,26 63,31+7,92 36,69+5,81
24229-T1 4,47+0,10 49,06£1,26 62,77+1,23 37.,23+2,26
24229-T2 5,46+0,07 59,85+0,96 65,02+0,83 34,98+1,36
24229-FS1 2,74+0,04 66,991,110 35,52+1,16 64,48+1,16
24229-FS2 2,64+0,15 64,61+3,73 26,34+0,74 73,66%5,73
a 24229-S1 1,31+£0,11  14,30+1,16 51,42+6,70 48,58+4,58
..’-_.3— 24229-S2 1,1840,03 12,94+0,33 57,74+1,14 42,26+2,27
% 23681-T1 2,28+0,17 25,08+1,94 52,58+0,93 47.,42+7,68
23681-T2 1,71£0,12 18,90+1,34 57,25+2,29 42,75+6,71
23681-FS1 1,12+0,05 18,54+0,83 30,14+1,23 69,86+4,30
23681-FS2 1,52+0,06 25,10+1,07 49,29+3,83 52,07+1,91
23681-31 0,62+0,06 6,81+0,62 34,57+3,78 65,43+8,23
23681-S2 0,51+0,04 5,63+0,41 47,57+5,71 52,43+4,54
40318-T1 0,97+0,05 10,59+0,59 24,72+1,56 75,28+5,32
40318-T2  1,00+0,05 10,98+0,58  9,88+0,93 90,1245,24
40318-FS1 0,22+0,02 16,65+1,75 25,82+7,08 74,18+7,78
o 40318-FS2 0,25+0,02 18,82+1,25 23,17+0,62 76,83+6,61
.© 40318-S1 0,28+0,01 3,04+0,12 42,05+4,04 57,95+2,06
:.-8 40318-S2 0,25+0,01 2,68+0,07 35,88+2,32 64,12+1,06
O 35425-T1 1,01£0,05 11,03+0,54 4.48+0,47 95,52+4,84
g 35425-T2  0,81+0,06  8,92+0,62 6,59+0,18 93,41+6,96
35425-FS1 0,24+0,02 33,71+3,26 21,49+6,97 78,5116,72
35425-FS2 0,24+0,02 33,09+2,84 10,48+4,45 89,52+7,32
35425-S1 0,28+0,02 3,10+£0,25 44,08+7,23 55,92+3,52
35425-S2 0,22+0,01 2,50+0,09 39,99+1,53 60,01+3,06
SPf66-T1 8,05+0,15 84,60+2,01 41,91+1,53 58,09+1,81
- SPf66-T2 7,50+0,21 82,19+2,52 13,60+1,36 86,40+2,75
“E’ SPf66-FS1 4,83+0,17 57,29+1,95 27,07+1,54 72,93+3,05
o SPf66-FS2 5,16+x0,06 61,09+0,71 24,87+0,20 75,13+1,14
O spie6-S1 0,73+0,04 7,92+0,47 23,48%4,63 76,52+3,63
SPf66-S2 0,74+0,06 8,05+0,61 21,42+2,92 78,58+6,95

Segun los datos reportados en la tabla 3-4 con respecto a la carga (Q), se puede afirmar
gue este parametro esta relacionado con la estrategia de microencapsulacién empleada y
con la cantidad de péptido inicial (anexo 8). Los resultados que se muestran en la parte A

de la figura 3-12 indicaron que para un mismo péptido los valores obtenidos de Q para los
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sistemas T, FS o S fueron diferentes, en donde para todos los péptidos excepto en el caso
del 1756 la estrategia Total dio valores de Q mas altos entre las diferentes estrategias
empleadas, y en casi todos los casos los sistemas elaborados por la estrategia Sélido

presentaron los menores valores determinados para este parametro.

Al analizar el promedio de Q de los dos lotes de los péptidos hidrofébicos se encontré que
estos fueron muy similares entre las estrategias FS y S, que considerando lo expresado
en la ecuacion 1, indicé que la cantidad de péptido encapsulado fue casi la misma por
estas dos estrategias. Lo que a su vez reveld6 que mediante la estrategia Sélido se
encapsulé muy poca cantidad del péptido, en referencia con la Fraccion Soluble de los

péptidos hidrofobicos, tal cual como se report6 en la tabla 3-3.

Figura 3-12. Efecto de la hidrofobicidad del péptido en la carga y eficiencia de
encapsulacion. A: Q péptidos por estrategia de encapsulacién, B: promedio Q por péptido,

C: EE péptidos por estrategia de encapsulacion y D: promedio EE por péptido.
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Para ver el efecto de la hidrofobicidad del péptido en este parametro se determiné el

promedio de Q de los seis sistemas elaborados por cada uno de ellos, y con estos valores
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se elaboré la siguiente escala que permitid organizarlos de mayor a menor promedio de
carga asi: SPf66 (4,50 %) > 22429 (2,96 %) > 1776 (1,59 %) > 1756 (1,30 %) > 23681
(1,29 %) > 40318 (0,49 %) > 35425 (0,46 %) como se muestra en la figura 3-12 B. Esta
escala permitié ver que, en cuanto a Q, los dos péptidos hidrofilicos se comportaron de
manera similar al igual que los dos péptidos hidrofébicos, que fueron los que presentaron
los menores porcentajes de carga de los tres grupos evaluados. Mientras que los péptidos
neutros si difirieron en cuanto a este parametro, por lo cual se podria deducir que al tener
un caracter neutro se puede favorecer su encapsulacion como en el caso del péptido 24229
o presentar el comportamiento similar al de un péptido altamente hidrofilico como se vio

para los sistemas elaborados con el otro péptido neutro 23681.

En cuanto a la distribucién del péptido en la matriz polimérica (tabla 3-4) s6lo un 31% de
los sistemas microparticulares elaborados presentaron un alto contenido de péptido
adsorbido o en la periferia de la microparticula (>50 %), el 7 % de los sistemas presentd
un porcentaje del péptido adsorbido menor al 10 % y para los sistemas restantes la
cantidad del IFA adsorbido estuvo entre el 10-50 %, la cual probablemente permitiria
administrar satisfactoriamente la cantidad necesaria para simular la primera dosis. Por lo
tanto, el péptido determinado como % atrapado y reportado en esta misma tabla seria el
gue simularia la segunda dosis. La tendencia general observada fue que los péptidos con
caracter hidrofébico presentaron los mayores porcentajes del péptido atrapado en la matriz

polimérica que los péptidos de los grupos restantes.

Relacionado con los resultados de carga en la tabla 3-4 también se reporta la eficiencia de
encapsulacion (EE). Los resultados muestran como no solo la naturaleza del péptido en
cuanto su indice de hidropaticidad determina la carga, sino como la estrategia de
microencapsulacion empleada también es determinante en este paradmetro. Como se
observa en la figura 3-12 C, la tendencia general de los sistemas elaborados por la
estrategia Fraccion Soluble presentaron las mayores eficiencias de encapsulacion,
seguido por los sistemas Total y finalmente, los sistemas elaborados por la técnica Sélido
presentaron las menores EE de las tres estrategias empleadas. De igual forma se
determiné el promedio de los seis sistemas elaborados por cada péptido y estos resultados
se muestran en la parte D de la figura 3-12, en esta se ve claramente como los sistemas
SPf66 y los del péptido 24229 presentaron valores superiores de EE, del 50,19 % y del

44,62 % respectivamente, mientras que para los otros péptidos este valor fue menor al
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20%, siendo del 18,41 % para 1776, 16,68 % para 23681, 15,39 % para 35425, del 14,68
% para 1756 y del 10,46 % para 40318.

Los péptidos 1756 y 1776 presentaron menores rendimientos de eficiencia de
encapsulacion comparados con la molécula control SPf66 a pesar de que estaban
clasificados en el mismo grupo de péptidos hidrofilicos. Esto pudo deberse a que segun el
indice de GRAVY, la molécula control era menos hidrofilica ya que presenté un valor de
IG de -0,787 y para los otros dos péptidos los valores de este indice fueron de -1,770 y de
-1,890 respectivamente. Las bajas EE pueden deberse a que al presentar valores mas
negativos en la escala de hidropaticidad asi mismo presentaron mayor afinidad por la fase
acuosa externa y por lo tanto durante el proceso de evaporacion del disolvente organico
se present6 una rapida difusion del péptido desde la fase orgénica a la fase externa, lo que
generd la pérdida del péptido, redujo la eficiencia de encapsulacién y posiblemente
incremento la liberacion inicial. Varios estudios confirman este fenbmeno, ya que es el
principal responsable de las bajas EE al microencapsular IFAs hidrofilicos, por lo cual sigue
siendo un reto elaborar sistemas de entrega a base de PLGA con este tipo de moléculas
con altas eficiencias de encapsulacion [86,92], razén por la cual algunos autores
recomiendan formar la base libre del IFA para disminuir la alta solubilidad de la molécula

en el medio acuoso y aumentar la eficiencia de encapsulacion [93].

De igual manera los dos péptidos hidrofébicos fueron los que presentaron las menores EE
de todas las moléculas de este estudio. En principal medida esto probablemente se deba
a que la técnica de doble emulsién evaporacion del disolvente esta principalmente
disefiada para moléculas hidrofilicas, lo cual esta soportado por los resultados obtenidos,
en donde estos dos péptidos siempre dieron los menores valores de eficiencia de
encapsulacion por las diferentes estrategias. Sin embargo, en este trabajo se incluyo la
estrategia denominada Solido considerando que esta iba a permitir sobrepasar las
dificultades de microencapsular un IFA altamente hidrofébico por la técnica W1/O/W>. Ya
gue se esperaba que al no tener la fase acuosa interna los péptidos hidrofébicos formaran
una suspensién dentro de la fase organica, y al adicionar la fase acuosa externa los
péptidos 40318 o 35425 quedaran atrapados en el interior de la microparticula, al no haber
afinidad entre el péptido por este solvente. Por lo cual, los resultados de EE para estos dos
péptidos fueron inesperados ya que la estrategia (S/O/W) no mejor6 la eficiencia de
encapsulacion de este tipo de moléculas. Esto pudo deberse a que el péptido dispersado

se aglomer6 en la superficie y durante la etapa de evaporacion del solvente se presentd
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un reparto del IFA hacia la fase externa debido a la presencia del agente emulsificante.
Por lo cual se debera recurrir a otras alternativas para incrementar la encapsulacion de
moléculas altamente hidrofébicas como la de incrementar la concentracion del PLGA,
emplear la técnica de emulsion simple o modificar la concentracion del agente

emulsificante [55,94].

A pesar de que para los 6 péptidos seleccionados la estrategia de Fraccién Soluble fue la
gue presentd mayores porcentajes de eficiencias de encapsulacion, estos valores fueron
relativamente bajos por lo que se deben buscar diferentes estrategias para incrementar la
EE de cada péptido. También se puede inferir a partir de estos resultados que
independiente de que dos moléculas presenten caracteristicas similares en cuanto su
caracter hidrofébico no implica que se vayan a encapsular con la misma eficiencia. Esto
se corroboré con los resultados reportados en la tabla 3-4, en donde las EE de un péptido
en una estrategia fue diferente al determinado para su homoélogo en la misma estrategia.
Un ejemplo de esto se vio al comparar los resultados de 24229-FS y 23681-FS donde la
EE en el primer caso fue de 65,80 + 3,89 % y para el segundo de 21,82 + 1,36 %; este
mismo comportamiento se repiti6 en los otros grupos evaluados. Ademas, también se
encontré que el mismo péptido no se encapsulé de la misma manera ni con la misma
eficiencia al emplear diferentes estrategias de encapsulacion. Ya que el comportamiento
general observado en los resultados fue que para el mismo péptido al ser
microencapsulado por tres estrategias diferentes presentaron valores bastante distintos de
EE, asi como del % de péptido Adsorbido y % de péptido Atrapado. Todos estos resultados
permitieron afirmar que tanto la hidrofobicidad del péptido como las variables en el proceso
de microencapsulacién influyeron en mayor o menor proporcion en la carga y la eficiencia
de encapsulacion de los péptidos sintéticos en los sistemas desarrollados basados en

microparticulas de PLGA.

3.5.4 Potencial Z

Con respecto al potencial Z, este permite predecir la estabilidad fisica de las particulas en
suspension, donde algunos autores sugieren que se requiere de minimo + 30 mV para que
una suspensiéon sea estable Unicamente por repulsion electrostatica o de + 20 mV para
gue se dé una estabilizacion electrostatica y estérica [95]. Ademas, el valor determinado

de este parametro indica la naturaleza superficial de la particula dependiendo de si es
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positivo 0 negativo, el cual favorece o no la fagocitosis [96,97]. En la figura 3-13 se
muestran los resultados determinados del potencial Z para todos los sistemas elaborados,
en donde aquellos con carga superficial positiva estan indicados con un punto amarillo en

la parte A de esta figura.

Se determind el potencial Z del agua desionizada, destilada y filtrada en la que fueron
dispersadas todas las muestras de microparticulas para ser analizadas, y este fue de 0,028
mV. En cuanto a las microesferas vacias estas presentaron un potencial Z de -25,4 *
5,99 mV, en donde el valor obtenido estuvo determinado fundamentalmente por las
caracteristicas ionicas de los grupos terminales del polimero. Esto permite inferir que
probablemente aquellos sistemas cargados que presentaron valores diferentes de
potencial Z a los determinados en las microesferas vacias se puedan atribuir a la
proporcién de péptido adsorbido o asociado con la superficie de la microparticula, o a una
posible asociacion del emulsificante (PVA) de la fase acuosa externa sobre la superficie

de la microparticula [98].

Asi mismo el valor de potencial Z indico la estabilidad fisica de las dispersiones de los
sistemas microparticulares. Se encontré que 18 sistemas presentaron valores superiores
a = 20 mV sugiriendo estabilidad fisica mediada por efecto electrostatico y estérico,
mientras que los sistemas restantes podrian presentar fenédmenos de sedimentacion y

probablemente agregacion cuando se dispersen en una fase acuosa.

Finalmente, al evaluar el potencial Z o carga superficial de los sistemas microparticulados
obtenidos, se encontré que para los sistemas cargados con los péptidos 1756, 23681 y
40318 en su mayoria presentaron valores de potencial Z positivos, indicados con un punto
amarillo en la figura 3-13 A. Este potencial Z positivo se presentd en los 6 sistemas
elaborados con el péptido neutro 23681 y en 4 de los 6 sistemas con los otros dos péptidos
1756 y 40318, en donde para este ultimo (péptido hidrofébico) los sistemas elaborados por
Fraccion Soluble fueron los que presentaron valores negativos de potencial Z. Caso
contrario a lo observado en los sistemas elaborados con los péptidos 1776 y SPf66, en
donde los seis sistemas de cada péptido presentaron valores de potencial Z negativos y
en 5 de los 6 sistemas elaborados con el péptido 24229. Las microparticulas obtenidas con

el péptido restante 35425 no presentaron una tendencia en el parametro del potencial Z.
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Figura 3-13. Propiedades fisicoquimicas de los sistemas microparticulares obtenidos. A:
Valores de potencial Z determinados y B: Distribucién del Potencial Z de los sistemas

microparticulares desarrollados por estrategia de microencapsulacion empleada.
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Estos resultados permitieron determinar que la hidrofobicidad del péptido no esta
implicitamente relacionada con la carga superficial de una particula. Ya que se vio
claramente como un péptido hidrofilico 1756 dio sistemas con potencial Z positivo y su

homélogo, el péptido 1776 dio sistemas con potencial Z negativo. De igual manera y
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siguiendo el ejemplo de estos dos péptidos, a partir de los sistemas elaborados con los
péptidos hidrofilicos no se pudo determinar si una estrategia de microencapsulacion en
particular influyé en el potencial Z de los sistemas obtenidos, y esto también ocurrié para

los otros dos grupos de péptidos.

Con el fin de determinar la relacién del péptido con la carga superficial de los sistemas
microparticulares se evaluaron otros parametros fisicoquimicos computados por la
herramienta bioinformatica empleada inicialmente para determinar el indice de GRAVY
(anexos 1-7). Se encontrd una posible relacion entre la carga neta del péptido y el valor
del potencial Z de los sistemas microparticulares obtenidos. La tendencia general
observada fue que péptidos con carga neta positiva generaron en mayor proporcion
sistemas con potencial Z positivo, lo cual se vio con los péptidos 1756, 23681, 40318 y
35425, mientras que los dos péptidos que presentaron cargas netas negativas 1776 y
SPf66 dieron en todos los sistemas microparticulares valores de potencial Z negativos; sin
embargo, en los sistemas obtenidos con el péptido 24229 que presentd una carga neta

de 0 predominaron particulas con potencial Z negativo.

De manera general esta relacién indicé que aquella carga neta presentada por el péptido
es la que se refleja en el valor del potencial Z, que a su vez indica que algo del péptido

guedo adsorbido o asociado en la superficie de la microparticula.

3.5.5 Liberacion in vitro de los péptidos

Para evaluar adecuadamente el efecto de la naturaleza del péptido en la liberacion se
determiné el perfil de liberacion in vitro de cada uno de los péptidos a partir de cada uno
de los sistemas microparticulares desarrollados durante un tiempo definido. El seguimiento
se llevdé a cabo durante 75 dias, tiempo considerado suficiente para que se diera la
completa degradacion del polimero empleado, el cual por sus propiedades se esperaba
gue fuese entre 1 a 2 meses. Ademas, este tiempo de observacion simula el esquema de
vacunacion establecido en la FIDIC que consta de administrar 2 dosis con un intervalo de
30 dias. La liberacion in vitro de las moléculas microencapsuladas presenté una
combinacion de diferentes etapas caracteristicas en su perfil de liberacion; la liberacion
inicial o primera etapa est4 atribuida a la liberacién del péptido que esta en la periferia de
la particula, es decir el péptido adsorbido; la fase latente o segunda etapa, donde hubo

una minima liberacién del péptido que se mantuvo constante en el tiempo, seguida por una
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tercera etapa en donde se dio una rapida liberacion final. Este perfil trifasico permitiria

simular una liberacién pulsatil.

Figura 3-14. Perfiles de liberacién in vitro de los péptidos microencapsulados.
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En cuanto a los perfiles de los dos péptidos hidrofilicos 1756 y 1776 (figura 3-14) todos
ellos presentaron un perfil trifasico. Con respecto al péptido 1756 las muestras preparadas
por la estrategia Sélido presentaron la fase latente entre los dias 10 hasta un poco mas del
dia 40 y ambas presentaron una alta liberacién en la tercera etapa alcanzando a liberar
mas del 75 % del péptido encapsulado. En cambio, en las particulas obtenidas por la
estrategia de Fraccidn Soluble la liberacién final comenzé a darse después del dia 30y se
dio lentamente hasta el dia 75 liberando solamente un 20 y 28 % del péptido encapsulado.
Por altimo, los sistemas elaborados por la estrategia Total presentaron la misma tendencia
que los sistemas 1756-S donde la mayor liberacion del péptido se dio después del dia 40.
Por lo que los perfiles de este péptido estan dentro de los parametros buscados en cuanto
a que la primera liberacién (correspondiente a la primera dosis) estuvo entre el 20-55 % y
después del dia 30 se evidencié una segunda liberacion que puede simular la segunda

dosis.

Este comportamiento de liberacién pulsatil permitié considerar que el mecanismo de
liberacién del péptido se da por fendmenos de erosiéon y de degradacion del polimero. La
liberacién inicial esta determinada por el péptido adsorbido y por el fenémeno de difusion,
en donde la cantidad de poros y canales superficiales influyen en la cantidad de péptido

liberado.

En cuanto al otro péptido hidrofilico los perfiles de liberacion de 1776-T presentaron una
fase latente hasta el dia 25 (T1) y hasta el dia 35 (T2) donde alcanz6 una liberacion maxima
del 68 %. Mientras que para las otras dos estrategias la liberacion final fue mayor que la
anteriormente mencionada donde 1776-S en promedio liberé alrededor del 85 % del
péptido encapsulado y los de Fraccién Soluble dosificaron el 50 % (1776-FS1) y el 70 %
(1776-FS2).

Es importante recalcar que las diferencias observadas en los perfiles de los lotes obtenidos
por las mismas estrategias se deben a la cantidad inicial de péptido liberado en la primera
etapa, pero el perfil es el mismo entre las dos curvas de liberacién. La diferencia en la
cantidad inicial de péptido liberado se puede deber a dos factores, uno esta determinado
por las variables del proceso de microencapsulacion durante la preparacion de las
emulsiones, en donde existe la posibilidad que se hayan presentado diferentes velocidades
de difusion del IFA hacia la fase acuosa externa pudiendo afectar tanto la cantidad de

péptido adsorbido y péptido distribuido en la matriz de la particula. Y la otra que esté
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relacionada con las caracteristicas morfoldgicas de los sistemas, ya que como se observé
en las micrografias, los lotes presentaron un grado de polidispersidad que pudo influenciar

la liberacién del IFA al entrar en contacto con el medio de liberacion.

También se puede considerar que estas diferencias entre las particulas de un mismo lote
hayan generado una leve diferencia con el péptido adsorbido determinado al evaluar la
carga, ya que de manera preliminar el péptido liberado durante la primera etapa esta
asociado con las caracteristicas de las particulas como en su forma, tamafio, presencia de
poros, estructura interna ademas de las condiciones del ensayo como temperatura,

velocidad de agitacion y composicion del medio.

Con respecto a los perfiles de liberacion de los péptidos neutros (figura 3-14) estos
presentaron tendencias muy similares entre si, sin embargo, es importante notar que en
ninguno de los dos péptidos la liberacion total supero el 55 %. En el caso de los sistemas
24229-T y 24229-S presentaron una liberacion minima en el tiempo ya que desde la
liberacion inicial el porcentaje liberado acumulado se mantuvo hasta finalizar el estudio.
Este resultado probablemente se debid a posibles interacciones del péptido en estado
sélido o insoluble con el polimero, que impidieron la difusién del péptido a través de la
matriz polimérica. Para 24229-FS hubo un incremento después del dia 35 hasta alcanzar

aproximadamente un 25 % del péptido liberado.

Con respecto al péptido 23681 los sistemas microparticulares obtenidos por la metodologia
Sdlido presentaron un lento incremento de péptido liberado, que se mantuvo constante
hasta el dia 30 con un porcentaje de liberacién acumulado en promedio entre los lotes del
6 % y hasta alcanzar una liberacién final de alrededor del 20 %. En los lotes de Fraccién
Soluble la liberacion final solo aumentd en alrededor de un 9,5 % con respecto al liberado
inicialmente, mientras que los otros dos sistemas (23681-T) presentaron una liberacion

sostenida como la observada en su homologo 24229.

En cuanto al dltimo grupo evaluado, los perfiles de liberacién de los péptidos hidrofébicos
40318y 35425 presentaron perfiles trifasicos (figura 3-14). En ambos péptidos los sistemas
elaborados por la estrategia Total presentaron un incremento leve en la liberacion final,
luego de superar la fase latente que se present6 entre los dias 25-35 hasta la finalizaciéon
del ensayo. Los otros sistemas (FS y S) presentaron un perfil trifasico més notorio donde

la liberacién final fue mayor en comparacion con la mantenida durante la segunda etapa.
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En la figura 3-14 también se muestran los 6 sistemas elaborados con el péptido control
SPf66 también presentaron un perfil pulsatil. Los perfiles de liberacion de estos sistemas
fueron consistentes con el reportado en los estudios previos, en donde la liberacién inicial
fue del 10 %, la fase latente se mantuvo hasta el dia 29 y la segunda liberacién alcanz6 un
43 % [5]. En los sistemas desarrollados durante este estudio los sistemas SPf66-FS
presentaron una liberacién inicial de alrededor del 18 %, la etapa de liberacién minima duro
hasta el dia 25 y liberé en promedio un 41 % del péptido en la etapa de liberacién rapida.
Las particulas SPf66-S también presentaron un perfil trifasico alcanzando a liberar hasta
un 70 % del péptido, contrario al méximo porcentaje liberado por SPf66-T que solamente
liberd el 23 %. Sin embargo, en los sistemas elaborados por la metodologia Total, la
cantidad final de péptido liberado fue menor que en los estudios previos, lo cual pueda
atribuirse a algun tipo de asociacion que se haya dado entre el péptido y el polimero,

restringiendo su liberacion.

Los resultados de los perfiles de liberacién in vitro presentaron los dos tipos de perfiles,
entre los cuales predomind la liberacién pulsétil en tres etapas. Solo 4 sistemas de los 42
presentaron una minima liberacién y el resto presentaron las etapas caracteristicas de un
perfil trifasico, en donde la fase latente mas rapida duré hasta el dia 25 y las mas largas

fueron hasta el dia 40.

Con relacién al porcentaje de péptido liberado se puede notar como solo 4 sistemas que
contenian péptidos hidrofilicos liberaron mas del 75 % del péptido encapsulado. Por el
contrario 9 sistemas no alcanzaron a superar una liberacion total de mas del 25 %, entre
los cuales habia sistemas cargados con péptidos neutros 24229(FS1 y FS2), 23681(S1y
S2), con péptidos hidrofébicos 40318-T2 y 35425(T1 y T2) y dos que contenian el péptido
control SPF66(T1 y T2). Debido a esto no se puede generalizar que la naturaleza del
péptido sea la responsable de este fendbmeno. Los otros 29 sistemas presentaron

liberaciones que oscilaron entre el 25 % y el 75 % de péptido liberado.

Como se pudo observar en los perfiles de liberacion de los péptidos neutros ain al
encapsular el mismo péptido estos presentaron los dos perfiles (bifasico y trifasico). Esto
pudo deberse probablemente a la distribucion del péptido en la matriz del polimero, ya que
si el IFA gueda homogéneamente distribuido en el sistema particulado al degradarse este

podria presentar una liberacién sostenida en el tiempo; caso contrario al que se esperaria
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en caso de que el IFA quedase contenido en el interior de la particula presentando

probablemente un perfil trifasico.

En resumen, la liberacion de los sistemas que presentaron perfiles bifasicos estarian
determinados principalmente por fendmenos de difusién del IFA a través de los poros y
canales, mientras que en el perfil trifasico la liberacion esta influenciada tanto por
fendmenos de difusion y erosion [99]. Se encontré que este Ultimo fue el que predominé
en los tres grupos de péptidos evaluados y es el adecuado para administrar la vacuna que
esta siendo desarrollada en la FIDIC, ya que permite simular la administracién de dos dosis

espaciadas entre 25 a 40 dias.

Otro resultado importante que se debe tener en cuenta es que todos los sistemas
presentaron liberaciones incompletas del IFA, lo que indica que hay mas factores
involucrados en la liberacién del péptido. En este estudio se mantuvieron constantes los
parametros del proceso independientemente de la estrategia de encapsulacion empleada,
donde lo que se esperaba al hacer esto era evitar la incidencia de estos parametros en las
caracteristicas de los sistemas obtenidos. Por esto, se podria considerar que estas
liberaciones parciales puedan estar relacionadas con que los péptidos presentaron algin
tipo de interaccion con el PLGA, ya que otros autores han reportado interacciones entre
grupos hidroxilos de los IFAs y el PLGA. Otros estudios han encontrado que a medida que
la particula se degrada se pueden presentar adsorciones no especificas del co-polimero
con el péptido, lo que restringe su liberacion [63,100,101]. Por lo cual es importante seguir
investigando acerca de métodos que permitan mejorar la liberacion de los IFA en este tipo
de sistemas de entrega, algunos autores sugieren la incorporacién de aditivos como
carbohidratos que reduzcan los fenémenos de agregacion y adsorcién ya mencionados
[102-104].

3.5.6 Integridad de los péptidos

Finalmente se debe asegurar la integridad de las moléculas microencapsuladas. Como se
muestra en este estudio los péptidos sintéticos son moléculas que presentan una alta
dificultad en su proceso de obtencién y por lo tanto son relativamente costosos de producir.
Es decir, en el desarrollo de sistemas para la entrega de este tipo de IFA, es necesario
garantizar la conservacion de la integridad fisicoquimica del péptido y que no se vaya a ver

alterada la potencial actividad biol6gica para la cual fue disefiado.
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Figura 3-15. Determinacion mediante espectrometria de masas MALDI-tof de la integridad

del péptido extraido de cada uno de los sistemas microparticulares desarrollados.
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En la figura 3-15 se muestran los andlisis de espectrometria de masas MALDI-tof para los
péptidos extraidos del sistema microparticulado segin se mencioné en el numeral 2.5.6.
Primero las microesferas liofilizadas se sometieron a un proceso de disolucién y luego de
extraido el péptido este se evalud para saber si el proceso de microencapsulaciéon habia

afectado su integridad fisicoquimica.

En este estudio, la integridad de los péptidos luego de ser microencapsulados fue
determinada por espectrometria de masas MALDI-tof, debido a que esta técnica es rapida,
directa y sensible y permitié analizar el péptido extraido incluso cuando los sistemas tenian
muy poca cantidad del IFA encapsulado. En los resultados obtenidos por espectrometria
de masas de los péptidos extraidos de los 42 sistemas se evidencid para cada uno la
presencia de una Unica especie que correspondid al mismo PM experimental de los
péptidos puros antes de microencapsular, como se encuentra reportado en la tabla 3-2,
gue a su vez corresponde al PM teérico de cada secuencia. Estos resultados sugieren que
aparentemente ni el proceso, ni las técnicas de microencapsulacion empleadas afectaron

la integridad de los péptidos.

Con los resultados expuestos en la figura 3-15 se confirmé que la técnica de
microencapsulacion empleada de formacion de la doble emulsién-evaporacion del
disolvente, fue adecuada para microencapsular péptidos sintéticos ya que no afect6 la

integridad de ninguno de los péptidos sintéticos encapsulados.






4.

4.

Conclusiones y Recomendaciones

1 Conclusiones

La presente investigacion se enfocé en la evaluacion del efecto de la naturaleza hidrofébica

de péptidos sintéticos en el proceso de microencapsulacién en microparticulas elaboradas

con PLGA. Para el desarrollo de este trabajo se abordaron las siguientes etapas:

1) seleccién y clasificacion de las secuencias de acuerdo con su indice de hidrofobicidad,

2)

sintesis de péptidos en fase solida y -caracterizacion de las moléculas, 3)

microencapsulacién de los péptidos sintetizados mediante la técnica de doble emulsion-

evaporacion del disolvente y 4) caracterizacion de los sistemas microparticulares

obtenidos. Las conclusiones que se derivaron de la presente investigacion se exponen a

continuacion:

a)

b)

d)

Mediante el indice de GRAVY se realiz6 la clasificacion de las secuencias peptidicas
seleccionadas para este estudio en secuencias hidrofilicas, neutras y secuencias
hidrofébicas.

Los péptidos se sintetizaron por SPPS empleando la estrategia t-Boc/Bzl y se obtuvieron
en las cantidades necesarias para llevar a cabo todos los ensayos planteados. El
proceso de sintesis se vio afectado por hidrofobicidad de la secuencia, donde aquellas
con mayor IG requirieron de mas ciclos y de mayores tiempos para la reaccion de
acople.

Las estrategias de microencapsulacion planteadas: Total, Fraccion Soluble y Sélido
derivadas de la técnica de formacién de una doble emulsién-evaporacion del disolvente
determinaron las caracteristicas de los sistemas obtenidos al microencapsular los
péptidos sintéticos.

Los sistemas microparticulares elaborados presentaron tamafios de particula

apropiados para ser fagocitados y en su mayoria los sistemas obtenidos fueron
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polidispersos y esféricos. La carga (Q) y la eficiencia (EE) estuvieron directamente
relacionadas con la hidrofobicidad de los péptidos, mientras que el potencial Z esta
relacionado con la carga neta de la secuencia. Los sistemas microparticulares
presentaron principalmente una liberacién in vitro trifdsica y la integridad de los péptidos

sintéticos no se vio afectada por las variables del proceso de microencapsulacion.

Como conclusibn general de este trabajo se estableci6 que se obtuvieron
satisfactoriamente microesferas cargadas con péptidos que presentaban diferente caracter
hidrofébico usando la metodologia de doble emulsién-evaporacion del disolvente, donde
el efecto de la hidrofobicidad del péptido influy6 directamente en la Q y EE de los sistemas.
Dentro de los sistemas microparticulares desarrollados para la administracion de un
péptido sintético, independiente de la naturaleza hidrofébica del péptido, es posible
encontrar un sistema que redna los requerimientos para ser considerado como sistema de
entrega de la vacuna que esta siendo desarrollada en FIDIC, ya que estos presentaron un
tamanio y forma apropiados para ser fagocitados, conservaron la integridad de la molécula
encapsulada y en su mayoria presentaron perfiles de liberacion in vitro que simulan dos

inmunizaciones acordes al esquema de vacunacion planteado por el instituto.

4.2 Recomendaciones

Se recomienda evaluar el efecto de madificar algunos parametros como lo son la
proporcion y cantidad de las fases, el pH y la inclusion de aditivos durante el proceso de
elaboracion de las microesferas, con el fin de minimizar el efecto de la hidrofobicidad del
péptido e incrementar la carga y la eficiencia de encapsulacién. De otra parte, se
recomienda un estudio de optimizacion de los tiempos e intensidades de homogenizacién
en el proceso de microencapsulacion con el proposito de reducir el indice de

polidispersidad de los sistemas microparticulares.
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1.Analisis 1756

ProtParam

ProtParam

User-provided sequence:

18 28
KFNELDKKKY GNVQKTDKKI

References and documentation are available.

Number of amino acids: 20
Molecular weight: 2424.83

Theoretical pI: 9.78

Amino acid composition: | CSV format

Ala (A) =) @.0%
Arg (R) =] a.0%
Asn (N) 2 10.0%
Asp (D) 2 10.0%
Cys (C) 2] a.0%
Gln (Q) 1 5.0%
Glu (E) 1 5.0%
Gly (G) 1 5.0%
His (H) @ .0%
Ile (I) 1 5.0%
Leu (L) 1 5.0%
Lys (K) 7 35.0%
Met (M) ] 0.0%
Phe (F) 1 5.0%
Pro (P) =] 9.0%
ser (S) 2] 9.0%
Thr (T) 1 5.0%
Trp (W) (=] a.0%
Tyr (¥Y) 1 5.0%
val (V) 1 5.0%
Pyl (0) ® 0.0%
Sec (U) -] 9.0%

(B) © a.9%

(z) o 9.0%

(X) (] Q.0%

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 3
Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 7

Atomic composition:

Carbon C 109
Hydrogen H 182
Nitrogen N 30
Oxygen o] 32
Sulfur s e

Formula: CipgHig5N3p035
Total number of atoms: 353

Extinction coefficients:

This protein does not contain any Trp residues. Experience shows that
this could result in more than 10% error in the computed extinction coefficient.

Extinction coefficients are in units of M™! cm™?, at 286 nm measured in water.

Ext. coefficient 1490
Abs ©.1% (=1 g/1) 0.614

Estimated half-life:

The N-terminal of the sequence considered is K (Lys).

The estimated half-life is: 1.3 hours (mammalian reticulocytes, in vitro).
3 min (yeast, in wvivo).
3 min (Escherichia coli, in wivo).

Instability index:

The instability index (II) is computed to be -11.73
This classifies the protein as stable.

Aliphatic index: 53.58

Grand average of hydropathicity (GRAVY): -1.77@
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2. Andlisis 1776

ProtParam

ProtParam

User-provided sequence:

18 20
GNDNTIKEKR EHIDLDDYSK

References and documentation are available.

Number of amino acids: 28
Molecular weight: 2390.55

Theoretical pI: 4.89

Amino acid composition: | CSV format

Ala (A) 2] 0.0%
Arg (R) 1 5.0%
Asn (N) 2 10.0%
Asp (D) 4 20.0%
Cys (C) 2] 0.0%
Gln (Q) 2] 0.0%
Glu (E) 2 10.0%
Gly (G) 1 5.0%
His (H) 1 5.0%
Ile (I) 2 10.0%
Leu (L) 1 5.0%
Lys (K) 3 15.0%
Met (M) 2] 0.0%
Phe (F) 2] 0.0%
Pro (P) ] 9.0%
Ser (S) 1 5.0%
Thr (T) 1 5.0%
Trp (W) ] 9.0%
Tyr (Y) 1 5.0%
val (V) e 0.0%
Pyl (0) 2] 0.0%
Sec (U) ] 9.0%

(B) 2] 8.0%

(2) 2] 8.0%

(9] a 0.0%

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 6
Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 4

Atomic composition:

Carbon C 1ee
Hydrogen H 16@
Nitrogen N 3@
Oxygen o 38
Sulfur S ]

Formula: CjpgH16pN36038
Total number of atoms: 328

Extinction coefficients:

This protein does not contain any Trp residues. Experience shows that
this could result in more than 18% error in the computed extinction coefficient.
Extinction coefficients are in units of M1 cm'l, at 280 nm measured in water.

Ext. coefficient 1490
Abs ©.1% (=1 g/1) 8.623

Estimated half-life:
The N-terminal of the sequence considered is G (Gly).
The estimated half-life is: 38 hours (mammalian reticulocytes, in vitro).
>20 hours (yeast, in vivo).
»>10 hours (Escherichia coli, in vivo).
Instability index:

The instability index (II) is computed to be 31.26
This classifies the protein as stable.

Aliphatic index: 58.5@

Grand average of hydropathicity (GRAVY): -1.890
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3. Andlisis 23681

ProtParam

ProtParam
User-provided sequence:

10
LIKNFLKGKK VRKFGYIYI

References and documentation are available.

Number of amino acids: 19
Molecular weight: 2328.92

Theoretical pI: 10.39

Amino acid composition: | CSV format

Ala (A) 2} @.0%
Arg (R) 1 5.3%
Asn (N) 1 5.3%
Asp (D) =] @.0%
Cys (C) 2] 0.0%
Gln (Q) 2] Q.0%
Glu (E) 2] Q.0%
Gly (G) 2 10.5%
His (H) @ 0.0%
Ile (I) 3 15.8%
Leu (L) 2 10.5%
Lys (K) 5 26.3%
Met (M) 2] 9.0%
Phe (F) 2 19.5%
Pro (P) =] 9.0%
Ser (S) =} Q.9%
Thr (T) o 9.0%
Trp (W) =) Q.0%
Tyr (Y) 2 10.5%
val (V) 1 5.3%
Pyl (0) 2] 9.0%
Sec (U) =) Q.9%

(B) o @.0%

(2) o @.0%

(x) 2} @.0%

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): ©
Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 6

Atomic composition:

Carbon C 115
Hydrogen H 186
Nitrogen N 28
Oxygen (o] 23
Sulfur S =]

Formula: Ciy5HggN2g053
Total number of atoms: 352

Extinction coefficients:

This protein does not contain any Trp residues. Experience shows that
this could result in more than 18% error in the computed extinction coefficient.

Extinction coefficients are in units of M! c¢cm™?, at 280 nm measured in water.

Ext. coefficient 2980
Abs ©.1% (=1 g/1) 1.280

Estimated half-life:

The N-terminal of the sequence considered is L (Leu).

The estimated half-1life is: 5.5 hours (mammalian reticulocytes, in vitro).
3 min (yeast, in vivo).
2 min (Escherichia coli, in wvivo).

Instability index:

The instability index (II) is computed to be -25.25
This classifies the protein as stable.

Aliphatic index: 117.89

Grand average of hydropathicity (GRAVY): ©.080
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4. Analisis 24229

ProtParam

ProtParam
User-provided sequence:

18 28
SAFDDNLTAA NAMGLILNKR

References and documentation are available.

Number of amino acids: 20
Molecular weight: 2135.42

Theoretical pI: 5.68

Amino acid composition: | CSV format

Ala (A) 4 20.0%
Arg (R) 1 5.8%
Asn (N) 3 15.0%
Asp (D) 2 10.0%
Cys (C) e 0.0%
Gln (Q) 2] 0.0%
Glu (E) @ 9.0%
Gly (G) 1 5.0%
His (H) =] 0.0%
Tle (I) 1 5.0%
Leu (L) 3 15.6%
Lys (K) 1 5.0%
Met (M) 1 5.0%
Phe (F) 1 5.0%
Pro (P) =] 0.0%
ser (s) 1 5.0%
Thr (T) 1 5.0%
Trp (W) =] 0.e%
Tyr (Y) e 0.0%
val (V) 2] 0.0%
Pyl (0) @ 0.0%
Sec (U) =] 0.0%

(B) @ 0.0%

(2) 2] 0.0%

(X) @ 0.0%

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 2
Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 2

Atomic composition:

Carbon C 91
Hydrogen H 151
Nitrogen N 27
Oxygen (o] 30
Sulfur S 1

Formula: CgqHy51N3703554
Total number of atoms: 300

Extinction coefficients:
As there are no Trp, Tyr or Cys in the region considered, your protein
should not be visible by UV spectrophotometry.
Estimated half-life:
The N-terminal of the sequence considered is S (Ser).
The estimated half-life is: 1.9 hours (mammalian reticulocytes, in vitro).
>20 hours (yeast, in vivo).
>1@ hours (Escherichia coli, in vivo).
Instability index:

The instability index (II) is computed to be 53.44
This classifies the protein as unstable.

Aliphatic index: 98.e@

Grand average of hydropathicity (GRAVY): ©.000
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5. Analisis 40318

ProtParam

ProtParam
User-provided sequence:

10 20
MKLSKILYFF AALLALNFIA

References and documentation are available.

Number of amino acids: 2@
Meolecular weight: 2287.87

Theoretical pI: 92.7@

Amino acid composition: | CSV format

Ala (A) 4 20.0%
Arg (R) ] 9.0%
Asn (N) 1 5.9%
Asp (D) ] 9.0%
Cys (C) ] 9.0%
Gln (Q) © 0.0%
Glu (E) @ 0.0%
Gly (G) © 0.0%
His (H) @ 0.0%
Ile (I) 2 10.0%
Leu (L) 5 25.0%
Lys (K) 2 16.0%
Met (M) 1 5.0%
Phe (F) 3 15.0%
Pro (P) 2] 9.0%
Ser (S) 1 5.0%
Thr (T) ] e.o%
Trp (W) ] e.o%
Tyr (Y) 1 5.0%
val (V) @ 0.0%
Pyl (0) @ 0.0%
Sec (U) @ 0.0%
(B) o 0.0%
(z) e 0.0%
(B8] 2] /0%

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): ©
Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 2

Atomic composition:

Carbon C 114
Hydrogen H 179
Nitrogen N 23
Oxygen o] 24
sulfur s 1

Formula: Cy4H179N230545,
Total number of atoms: 341

Extinction coefficients:

This protein does not contain any Trp residues. Experience shows that
this could result in more than 18% error in the computed extinction coefficient.
Extinction coefficients are in units of M1 cm™!, at 280 nm measured in water.

Ext. coefficient 1490
Abs @©.1% (=1 g/1) 0.651

Estimated half-life:
The N-terminal of the sequence considered is M (Met).
The estimated half-1life is: 3@ hours (mammalian reticulocytes, in vitro).
>2@ hours (yeast, in wvivo).
>1@ hours (Escherichia coli, in wviwvo).
Instability index:

The instability index (II) is computed to be 3.13
This classifies the protein as stable.

Aliphatic index: 156.50

Grand average of hydropathicity (GRAVY): 1.605
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6. Andalisis 35425

ProtParam

ProtParam
User-provided sequence:

10 20
VFFTIIFTIL ILTIYNLMKT

References and documentation are available.

Number of amino acids: 20
Molecular weight: 2485.02

Theoretical pI: 8.56

Amino acid composition: | CSV format

Ala (A) ] 0.0%
Arg (R) e e.e%
Asn (N) 1 5.0%
Asp (D) ] 0.0%
Cys (C) ] 0.0%
Gln (Q) ] 8.0%
Glu (E) e 0.0%
Gly (G) @ 0.0%
His (H) (] 0.0%
Ile (I) 5 25.0%
Leu (L) 3 15.0%
Lys (K) 1 5.0%
Met (M) 1 5.0%
Phe (F) 3 15.0%
Pro (P) e 0.0%
Ser (S) e 0.8%
Thr (T) 4 20.0%
Trp (W) e 0.e%
Tyr (Y) 1 5.0%
val (V) 1 5.8%
Pyl (0) @ 0.0%
Sec (U) e 0.e%
(B) e 0.0%
z) e 0.0%
(X) e 0.0%

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): ©
Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 1

Atomic composition:

Carbon C 120
Hydrogen H 190
Nitrogen N 22
Oxygen (o} 27
Sulfur s 1

Formula: Cj59H;9gN2205757
Total number of atoms: 360

Extinction coefficients:

This protein does not contain any Trp residues. Experience shows that
this could result in more than 18% error in the computed extinction coefficient.

Extinction coefficients are in units of M2 cm'], at 280 nm measured in water.

Ext. coefficient 1490
Abs ©.1% (=1 g/1) ©.620

Estimated half-life:
The N-terminal of the sequence considered is V (Val).
The estimated half-life is: 1@@ hours (mammalian reticulocytes, in vitro).
>2@ hours (yeast, in vivo).
>1@ hours (Escherichia coli, in vivo).
Instability index:

The instability index (II) is computed to be 28.76
This classifies the protein as stable.

Aliphatic index: 178.58

Grand average of hydropathicity (GRAVY): 1.845
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7. Andlisis SPf66

ProtParam

ProtParam

User-provided sequence:

18 28 38 48
CGDELEAETQ NVYAAPNANP YSLFQKEKMV LPNANPPANK KNAGC

References and documentation are available.

Number of amino acids: 45
Molecular weight: 4851.41

Theoretical pI: 5.01

Amino acid composition: | CSV format

Ala (A) 7 15.6%
Arg (R) =] 2.e%
Asn (N) 7 15.6%
Asp (D) 1 2.2%
Cys (C) 2 4.4%
Gln (Q) 2 a4.4%
Glu (E) 4 8.9%
Gly (G) 2 4.4%
His (H) e 9.e%
Ile (I) 2] @.0%
Leu (L) 3 6.7%
Lys (K) 4 8.9%
Met (M) 1 2.2%
Phe (F) 1 2.2%
Pro (P) 5 11.1%
Ser (S) 1 2.2%
Thr (T) 1 2.2%
Trp (W) 2] @.e%
Tyr (Y) 2 4.4%
val (V) 2 4.4%
Pyl (0) e a.e%
sec (U) e e.e%

(B) 8.e%

(z) e 9.0%

(X) e 0.0%

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 5
Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 4

Atomic composition:

Carbon C 209
Hydrogen H 326
Nitrogen N 58
Oxygen o] 69
Sulfur S 3

Formula: C;geHigN5g0gsSs
Total number of atoms: 665

Extinction coefficients:

This protein does not contain any Trp residues. Experience shows that

this could result in more than 18% error in the computed extinction coefficient.

1

Extinction coefficients are in units of M1 cm” » at 288 nm measured in water.

Ext. coefficient 3105

Abs ©.1% (=1 g/1) ©.640, assuming all pairs of Cys residues form cystines

Ext. coefficient 2980

Abs ©.1% (=1 g/l) ©.614, assuming all Cys residues are reduced

Estimated half-life:

The N-terminal of the sequence considered is € (Cys).

The estimated half-life is: 1.2 hours (mammalian reticulocytes, in vitro).
>2@ hours (yeast, in vivo).
>1@ hours (Escherichia coli, in vivo).

Instability index:

The instability index (II) is computed to be 48.e4
This classifies the protein as unstable.

Aliphatic index: 54.44

Grand average of hydropathicity (GRAVY): -©.787
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hidrofobicidad del péptido

8. Resumen de resultados de los sistemas microparticulares
elaborados

i i imi Zeta
Caodigo s PERSC (M) l;%nccgrsrge(g/‘tg Gy P potential %Q %EE % Adsorbido % Atrapado
1756-T1 62,52 6,28 50,48 73,37 3194 0,137 o 8,62 * 3,50 1,54+0,05 16,85+0,73 56,00+3,15 44,00+3,00
1756-T2 62,50 6,28 50,77 73,82 4572 1,000 o 12,2+ 3,85 0,98+0,02 10,74+0,58 57,41+5,04 42,59+2,00
1756-FS1 62,53 5,89 53,77 78,59 3130 0,087 -4,35 + 5,13 1,93+0,07 22,34+0,83 41,04+3,02 58,96+2,18
1756-FS2 62,80 5,89 52,03 75,75 3293 0,518 o 3,81+ 3,77 2,71+x0,08 31,35+0,94 37 34+0,78 62,66+2,88
8 1756-51 62,64 6,30 56,00 81,23 1839 0,234 -1,97 + 3,70 0,37+0,01 4,00+0,16 23 70+3,60 76,30+1,80
E 1756-S2 62,67 6.32 49,51 71,76 4422 0,325 o 4,57+ 3,91 0.26+0,01  2,82%0,13 56,41+3,62 73.59+2,56
S 1776-T1 62,48 6,30 51,16 74,38 4640 0,171 -15,7 £ 3,29 2,14+0,02 23,45+0,28 65,07+0,86 34,93+0,86
T 1776-T2 62,64 6,29 50,50 73,26 3935 0,850 -10,5+ 6,13 2,63+0,08 28,84+0,96 59,70+1,06 40,30+3,17
1776-FS1 62,67 5,55 57,08 83,67 5444 0,179 22,7+ 4,92 2,07+0,04 25,54+0,55 50,73+1,66 49,27+1,40
1776-FS2 62,78 5,55 48,23 70,58 5202 0,593 _27.0+ 3,93 2,13+0,09 26,12+1,04 42,16+3,05 57,84+2,58
1776-S1 62,61 6,26 52,23 75,84 3808 0,796 229+ 4,14 0,35%+0,05 3,89+0,54 63,82+11,14 36,18+8,44
1776-S2 62,62 6,39 48,87 70,82 5114 0,140 22,4+ 3,61 0,24+0,02 2,64+0,26 63,31+7,92 36,69+5,81
24229-T1 62,46 6,28 58,65 85,32 3565 0,375 -0,70% 4,26 4,47+0,10 49,06+1,26 62,77+1,23 37,23+2,26
24229-T2 62,60 6,28 54,31 78,85 3511 0,429 o 8,21%* 9,36 5,46+0,07 59,85+0,96 65,02+0,83 34,98+1,36
24229-FS1 62,70 2,67 51,58 78,90 5736 0,677 -26,5%* 9,25 2,74+0,04 66,99+1,10 35,52+1,16 64,48+1,16
24229-FS2 62.88 2.67 53.95 82.30 4325 0,245 -21,6 £ 3,70 2,64+0,15 64,61+3,73 26,34+0,74 73,66+5,73
o 24229-S1 62,55 6,31 48,07 69,81 2639 0,975 -8,74*+ 4,84 1,31+x0,11 14,301,116 51,42+6,70 48,58+4,58
.g 24229-S2 62,53 6,27 53,24 77,38 4047 0,540 -5,22+ 5,18 1,18x0,03 12,94+0,33 57,741,114 42,26+2,27
2 23681-T1 62,64 6,28 42,46 61,61 2971 0,321 © 20,6% 4,74 3 58+0,17 25,08+1,94 52,58+0,93 47,42+7,68
23681-T2 62,51 6,26 43,60 63,40 4343 0,430 o© 22,5% 4,54 1,71+0,12 18,90+1,34 57,25%+2,29 42,75+6,71
23681-FS1 62,78 4,03 68,10 101,93 9477 0,587 o 13,3% 3,27 1,12+0,05 18,54+0,83 30,14+1,23 69,86+4,30
23681-FS2 62,62 4,03 46,01 69,03 4329 0,494 o 16,9+ 3,96 1,52+0,06 25,10+1,07 49,29+3,83 52,07+1,91
23681-S1 62,49 6,57 51,82 75,04 2007 0,360 o 19,2+ 4,93 0,62+0,06 6,81+0,62 34,57+3,78 65,43+8,23
23681-S2 62.60 6,26 53,31 77.42 3292 0,266 o 21,7+ 4,62 0,51+0,04 5,63+0,41 47.,57+5,71 52,43+4,54
40318-T1 62,51 6,28 49,30 71,67 3903 1,000 o 10,1* 5,76 0,97+0,05 10,59+0,59 24,72+1,56 75,28+5,32
40318-T2 62,51 6,28 50,54 73,47 5200 0,584 o 35,6%* 6,35 1,00+0,05 10,98+0,58 9,88+0,93 90,12+5,24
40318-FS1 62,80 0,85 53,41 83,91 3449 0,850 24,9+ 4,88 0,22+0,02 16,65%+1,75 25,82+7,08 74,18+7,78
40318-FS2 62,49 0,85 53,11 83,85 4848 0,485 25,7+ 4,86 0,25+0,02 18,82+1,25 23,17+0,62 76,83+6,61
8 40318-51 62,61 6,30 53,24 77.26 5028 0,498 o 35,1+ 6,29 0,28+0,01 3,04+0,12 42,05+4,04 57,95+2,06
;§ 40318-S2 62,68 6,36 54,22 78,53 6051 0,263 o 33,4%* 6,44 0,25+0,01 2,68+0,07 35,88+2,32 64,12+1,06
O© 35425-T1 62,47 6,29 53,46 77.75 4103 0,729 o 38,0% 6,42 1,01+0,05 11,03+0,54 4,48+0,47 95,52+4,84
-}:’ 35425-T2 62,87 6,28 51,01 73,77 5029 0,498 o 36,7%* 5,82 0,81+0,06 8,92+0,62 6,59+0,18 93,41+6,96
35425-FS1 62,89 0,45 59,30 93,62 4330 0,017 -26,1+ 5,87 0,24+0,02 33,71+3,26 21,49+6,97 78,51+6,72
35425-FS2 62,57 0,45 47,51 75,39 3210 1,000 -27,5+ 4,07 0,24+0,02 33,09+2,84 10,48+4,45 89,52+7,32
35425-S1 62,62 6,27 56,47 81,97 4525 0,567 -7.83+ 4,79 0,28+0,02 3,10+0,25 44,08+7,23 55,92+3,52
35425-S2 62,54 6,25 56,92 82,74 7422 0,330 o 2,86+ 4,74 0,22+0,01 2,50+0,09 39,99+1,53 60,01+3,06
SPf66-T1 62,57 6,58 52,25 75,56 3400 0,316 -2,10+ 4,10 8,05+0,15 84,60+2,01 41,91+1,53 58,09+1,81
= SPf66-T2 62,52 6,28 49,94 72,59 3685 0,328 -3,05% 3,41 7,50+0,21 82,19+2,52 13,60+1,36 86,40+2,75
£ SPf66-FS1 62,83 5,78 51,23 74,67 2856 0,326 -12,6t* 4,10 4,83+0,17 57,29+1,95 27,07+1,54 72,93+3,05
S SPf66-FS2 62,63 5,78 51,57 75,38 2478 0,876 -3,70+ 3,91 5,16+0,06 61,09+0,71 24,87+0,20 75,13+1,14
© spres-s1 62,67 6,33 40,99 59,41 5571 1,000 -13,9+ 4,68 0,73+0,04 7,92+0,47 23,48+4,63 76,52+3,63
SPf66-S2 62,52 6,29 50,78 73,80 2986 0,882 -4,98 + 3,34 0,74%0,06 8,05+0,61 21,42+2,92 78,58+6,95




