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RESUMEN

Editor Introduccién: Se ha sefialado que los tratamientos tépicos de heridas complejas con factor

Lisset Gonzalez Navarro de crecimiento epidérmico exdgeno ven afectada su biodisponibilidad y efectividad. En con-

Academia de Ciencias de Cuba. secuencia, son deseables productos novedosos que puedan superar las limitaciones que
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enfrentan dichos tratamientos. Objetivos: El objetivo principal fue desarrollar una nanofor-
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mulacion en la cual sus componentes y estructura supramolecular permitieran aumentar la
biodisponibilidad del factor de crecimiento epidérmico en el sitio de la herida al tiempo de
resultar biocompatible con el mismo. Métodos: El desarrollo y evaluacion de los nanoconjuga-
dos de factor de crecimiento epidérmico se realizé en 4 etapas: disefio de la nanoformulacion,
sintesis por un novedoso método de fluidos supercriticos, caracterizacion fisico-quimica y
biofisica, y su evaluacién por ensayos bioldgicos in vitro. Resultados: Se sintetizaron nano-
conjugados no covalentes de factor de crecimiento epidérmico que comprenden surfactantes
amonio cuaternario y colesterol, novedosos en el contexto de los sistemas lipidicos, que su-
pera a los métodos tradicionales de preparacion de sistemas lipidicos. La caracterizacion del
sistema con una amplia bateria de técnicas analiticas, que se encuentran al nivel del estado
del arte o superior, demostro que el sistema presenta valores apropiados de los principales
atributos de calidad criticos: estabilidad, atrapamiento y liberacion del factor de crecimiento
epidérmico, proteccion frente a proteasas, actividad regeneradora, actividad antimicrobiana,
biocompatibilidad y capacidad de localizacion. Conclusiones: se desarrollé una nanoterapia
basada en nanoconjugados de factor de crecimiento epidérmico compuestos de colesterol y
bromuro de hexadeciltrimetilamonio, que combina 2 actividades farmacolégicas: son un vehi-
culo prometedor de administracion tépica del factor de crecimiento epidérmico, que mejora la
biodisponibilidad y eficacia de la proteina, y exhiben propiedades antimicrobianas intrinsecas
debido a la composiciéon de su membrana.

Palabras clave: factor de crecimiento epidérmico; surfactantes amonio cuaternario; nanoconjuga-
dos; nanovesiculas; heridas complejas

Epidermal growth factor nanoconjugates comprising quaternary
ammonium surfactants and cholesterol

ABSTRACT

Introduction: It has been suggested that topical treatments for complex wounds with exo-
genous epidermal growth factor affect their bioavailability and effectiveness. Consequently,
novel products that can overcome the limitations faced by these treatments are desirable.
Objectives: To develop a nanoformulation whose components and supramolecular structu-
re would increase epidermal growth factor bioavailability at the wound site while remaining
biocompatible with the wound. Methods: The development and evaluation of epidermal grow-
th factor nanoconjugates was carried out in four stages: nanoformulation design, synthesis
by a novel supercritical fluid method, physicochemical and biophysical characterization, and
evaluation by in vitro biological assays. Results: Non-covalent epidermal growth factor nano-
conjugates comprising quaternary ammonium surfactants and cholesterol were synthesized.
These compounds are novel in the context of lipid systems and outperform traditional me-
thods for preparing lipid systems. Characterization of the system using a broad battery of sta-
te-of-the-art analytical techniques or better demonstrated that the system exhibits appropriate
values for the main critical quality attributes: stability, epidermal growth factor entrapment and
release, protease protection, regenerative activity, antimicrobial activity, biocompatibility, and
localization capability. Conclusions: A nanotherapy based on epidermal growth factor nano-
conjugates composed of cholesterol and Cetyltrimethylammonium bromide was developed,
combining two pharmacological activities: they are a promising vehicle for topical delivery
of epidermal growth factor improving the protein’'s bioavailability and efficacy, and exhibiting
intrinsic antimicrobial properties due to their membrane composition.

Keywords: epidermal growth factor; quaternary ammonium surfactants; nanoconjugates; nanove-
sicles; complex wounds
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INTRODUCCION

Las heridas agudas y, en particular, las crénicas son un
problema de salud mundial. La incidencia de heridas créni-
cas que no cicatrizan ha aumentado exponencialmente con
el envejecimiento de la poblacion, se ha estimado que entre el
1% yel2%delapoblacidn de los paises desarrollados expe-
rimentaria una herida crénica a lo largo de su vida. 2

Los factores clave asociados con la fisiopatologia de
la herida y la pérdida de una extremidad incluyen la neuro-
patia y la gravedad de la herida, la isquemia y la infeccion
del pie. ® Las heridas abiertas como las Ulceras del pie
diabético (UPD), las Ulceras venosas de las piernas (VLU) y
las Ulceras por presion (PU), dejan el lecho de la herida en
riesgo de colonizacion por patégenos oportunistas, agra-
vando la situacién del paciente. La colonizacién bacteriana
de las heridas a menudo facilita la produccién de una ma-
triz extracelular viscosa, conocida como biopelicula, que se
cree que afecta hasta el 80 % de las heridas crénicas. Casi
la mitad de todas las UPD se clasifican como infectadas,
lo que se correlaciona fuertemente con la amputacion y el
aumento de la mortalidad. ¥

El factor de crecimiento epidérmico humano recombi-
nante (EGF) ha atraido un gran interés debido a sus posibles
aplicaciones, especialmente dirigidas a mejorar el proceso de
cicatrizacion. Se cree que la deficiencia de EGF es uno de los
fundamentos fisiopatoldgicos de las heridas complejas. @ Se
ha informado que el EGF facilita la cicatrizacion de heridas,
ya que puede promover la angiogénesis y regular muchos as-
pectos de la actividad celular, incluida la migracién celular, la
proliferacion y el metabolismo de la matriz extracelular. ©® Sin
embargo, la evidencia demuestra que el EGF exdgeno se elimi-
na rapidamente del sitio de aplicacion tépica, probablemente
mediante escision impulsada por proteasas debido al rico am-
biente proteolitico que se encuentra en estas heridas afectan-
do la biodisponibilidad y efectividad de los tratamientos topicos
basados en EGF. © En consecuencia son deseables productos
novedosos que puedan superar las limitaciones que enfrentan
los tratamientos topicos basados en EGF. )

La nanotecnologia ha contribuido a un cambio de pa-
radigma en la terapia de curacion de heridas para superar
la naturaleza cronica y las complicaciones asociadas de las
heridas que no cicatrizan. El uso de tecnologias eficientes
para materiales nanoestructurados con caracteristicas con-
troladas ha dado como resultado 2 categorias de nanomate-
riales utilizados en la curacién de heridas: a) nanomateriales
que muestran propiedades intrinsecas para la curacion de
heridas y b) nanomateriales utilizados como portadores de
farmacos. 9 Para la preparacion de los nanoconjugados de
EGF se propuso una plataforma basada en fluidos comprimi-
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dos denominada DELOS-susp (despresurizacion de una so-
lucion-suspension organica liquida expandida). La platafor-
ma DELOS-susp es un proceso ecoeficiente que utiliza CO2
comprimido que permite la produccion reproducible y esca-
lable de sistemas nanovesiculares con notable estabilidad
coloidal en términos de tamafio, morfologia y lamelaridad,
en medios acuosos. (%12 Sin embargo, en el momento de
realizar nuestra investigacion dicha plataforma DELOS-susp
nunca se habia aplicado a proteinas recombinantes que son
biomoléculas fragiles y cuya funcionalidad depende de la
preservacion, durante la preparacion y almacenamiento, de
su estructura secundaria y de orden superior. )

El objetivo principal de la presente investigacion fue resol-
ver los problemas para la liberacion tépica eficiente del EGF
asociados con su degradacion por proteasas en el ambiente
de las heridas cronicas y su rapida eliminacion del sitio de
accion. Para ello fue necesario desarrollar una nueva nano-
formulacién en la cual sus componentes y estructura supra-
molecular permitieran aumentar la biodisponibilidad del EGF
en el sitio de la herida al tiempo de resultar biocompatible
con el mismo. Otro objetivo fue el desarrollo de un proceso
de preparacion que fuera escalable, robusto y amigable con
el medio ambiente. No menos importante, la caracterizacion
del sistema con una amplia bateria de técnicas fisico-quimi-
cas, biofisicas y de microscopia electrénica para evaluar el
cumplimiento del sistema con los atributos criticos de calidad
deseables para las nanoformulaciones coloidales. Finalmen-
te, también fue objetivo de este trabajo la realizacion de una
amplia variedad de estudios en modelos in vitro que dieran
informacion de la integridad del sistema, funcionalidad biolé-
gica, resistencia a proteasas y la prediccion de su biocompati-
bilidad y potencial de localizacién para administracion tépica.

METODOS

Se trata de una investigacion tecnolégica para el trata-
miento topico de heridas complejas. Esta investigacion se de-
sarrolld en el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia de
Cuba de manera conjunta con el Instituto de Ciencias de los
Materiales de Barcelona y la empresa Nanomol Technologies
SL de Espanfa. La investigacion se desarroll¢ a tiempo parcial
desde el afio 2010 hasta el 2076.

El EGF fue producido mediante tecnologia de ADN recom-
binante. Brevemente, el gen de EGF humano se clond en un
vector de integracion en la levadura Organizacion para la Coo-
peracion y el Desarrollo Econdémico (OCDE) y se desarrollé un
proceso de fermentacion con altos rendimientos para la expre-
sion de la proteina al medio de cultivo. Posteriormente, tras una
secuencia de procesos cromatograficos, se obtuvo el EGF con
alto grado de purezay con la actividad bioldgica esperada. (9
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Los nanoconjugados de EGF se prepararon mediante el
método DELOS-susp, un proceso de un solo paso. ¥ Se utili-
zaron diferentes reactores, desde escala de laboratorio hasta
escala piloto. En primer lugar, se introduce en un reactor de
alta presion, a presion atmosférica y temperatura de traba-
jo, una solucion de etanol que contiene colesterol y CTAB. Se
afiade CO2 comprimido, produciendo una expansion volumé-
trica de la solucion hasta alcanzar una fraccion molar desea-
da y una presion de trabajo. Finalmente, la solucion organica
expandida se despresuriza desde la presion de trabajo a la
presion atmosférica, sobre una solucién que contiene la pro-
teina en el tampon deseado y a la concentracion deseada.

Los nanoconjugados de EGF se caracterizaron con una
amplia bateria de técnicas analiticas. El tamafio de particula,
la polidispersidad y el potencial Zeta se determinaron con el
Zetasizer Nano ZS. La eficiencia de atrapamiento de protei-
nas (PEE %) se determind después de la separacion del EGF
libre de los nanoconjugados de EGF mediante ultracentrifu-
gacion a 600 000 g a 4 °C durante 6 h. El contenido de EGF
en las diferentes fases se analizd mediante los espectros de
fluorescencia intrinseca del Trp.

La morfologia y tamafio de los nanoconjugados en so-
lucion acuosa se evalud mediante criomicroscopia electro-
nica de transmision (Crio-TEM) para lo cual la muestra se
vitrificd sumergiendo la rejilla en etano liquido a temperatura
de-179,15 °C. Para la localizacion del EGF en los nanoconju-
gados se utilizd la inmunomicroscopia electronica de trans-
mision (inmuno-TEM), empleando un anticuerpo monoclo-
nal especifico en ratones anti-EGF (clon CB.EGF.1, CIGB). El
marcaje secundario se realizé con IgG antiraton de conejo
conjugada con oro coloidal de 15 nm de diametro. Antes de
la observacion al microscopio, la membrana se contrasto
con acetato de uranilo.

Los espectros de dicroismo circular (CD) en el UV lejano
(190-250) nm se registraron en un espectropolarimetro. Debido
a la interferencia de la histidina de los medios dispersantes, a
las muestras se les cambiaron los medios por agua mediante
el uso de una columna de filtraciéon en gel PD-10 desechable.
Como control de los componentes de los nanoconjugados
blanco, los mismos se secaron en un concentrador Speed Vac
y se disolvieron con etanol absoluto hasta el mismo volumen
inicial para generar la muestra con una concentracion equiva-
lente de componentes libre en la solucion etandlica. Se utiliza-
ron cubetas de cuarzo (Hellma) de 0,1 cm de longitud de paso.
Los espectros de fluorescencia intrinseca del triptéfano (Trp)
se registraron en un espectrofotémetro de fluorescencia. Los
espectros de emision de fluorescencia se midieron en el rango
de (305-450) nm después de la excitacion a 295 nm. El paso
Optico de las cubetas de cuarzo fue de 1,0 cm.

La liberacion in vitro de la proteina de los nanoconjugado
de EGF se evalud en solucion de medio dispersante a pH 5,5
y 7,0, en un bafo termostatico a 32 °C y a 37 °C después de
3 dias de incubacién con agitacion. El porcentaje acumulado
de proteina liberada (CPR %) se determiné después de sepa-
rar el EGF libre de los nanoconjugados de EGF mediante ultra-
centrifugacion a 600 000 g a 4 °C durante 6 h. El contenido de
EGF en las diferentes fases se cuantificé mediante el ELISA
de EGF como se ha descrito previamente. (' La estabilidad
del EGF en modelo de proteasa con quimotripsina se evalud
en el mismo medio dispersante tanto para el EGF libre como
para los nanoconjugados de EGF. La quimotripsina se afia-
di¢ utilizando una relacion enzima (Quimotripsina): sustrato
(EGF) de 1:20 (m/m) y las muestras se incubaron con agita-
cion a 32 °C durante 24 h. El porcentaje de EGF degradado se
determind por diferencia después de cuantificar el EGF rema-
nente mediante ELISA.

La actividad bioldgica in vitro del EGF libre y nanoconjuga-
dos de EGF mediante ensayo de proliferacion celular se evalud
a través de su capacidad de estimular la proliferacion de célu-
las de fibroblastos murinos BALB/c 3T3 clon A31. Los resulta-
dos se expresaron en unidades internacionales (Ul), en compa-
racion con un material de referencia de trabajo que se calibro
con el estandar internacional 91/530 de EGF. Por otra parte,
para la actividad antimicrobiana in vitro se evalud la eficacia
de los nanoconjugados de EGF frente a bacterias grampositi-
vas (Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis ATCC
6633), bacterias gramnegativas (E. coli ATCC 8739, Pseudo-
monas aeruginosa ATCC 9027) y hongos (Candida albicans
ATCC 10231, Aspergillus brasiliensis ATCC 16404) utilizando
la técnica del método de difusion en pozos de agar. El agente
antimicrobiano se difunde en el medio de agar e inhibe el creci-
miento de la cepa microbiana analizada, y luego se miden los
didmetros en mm de las zonas de inhibicién del crecimiento. 0

La evaluacion de la irritacion cutédnea aguda de los na-
noconjugados de EGF se realizd mediante un ensayo in vitro
basado en la directriz 439 de la OCDE utilizando el modelo
epidérmico humano in vitro EpiSkin™. El método consiste
en la aplicacion del producto de prueba y la posterior deter-
minacién de los niveles de interleucina-Ta (IL-1a) inducida
por los procesos irritantes. (') Se utilizaron controles como
PBS y una solucién de SDS al 5 % en PBS (control negativo
y positivo, respectivamente), asi como el tensioactivo CTAB
solubilizado en el medio dispersante y el propio medio dis-
persante solo. Para evaluar la irritacion cutanea aguda, to-
dos los productos se expusieron a la epidermis durante 24 h
y 48 h. Segun este modelo predictivo, un producto se con-
sidera irritante de la piel cuando la concentracion de IL-Ta
liberada es es mayor o igual a 40 pg/mL.
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Los experimentos de permeacion ex vivo en piel hu-
mana dafiada para comparar la permeacion del EGF libre
y los nanoconjugados de EGF, se realizaron con piel huma-
na procedente de cirugia plastica la cual se dermatomizd
hasta alcanzar un espesor de 400 um. El estudio de absor-
cion/permeacion se realizo en células de difusion estatica
de Franz, que constan de una camara de vidrio aceptora y
otra donora fijada entre si con una abrazadera. Se aplicaron
100 pL de las muestras de EGF libre y nanoconjugados de
EGF en el lado epidérmico de cada piel, y se sell6 la aber-
tura del compartimento donante con parafilm, limitando Ia
evaporacion del producto. Luego de 24 h de aplicacion del
producto, se procesaron muestras de piel y se generaron
3 fracciones: la no traspasada, la absorbida y la permea-
da. EI EGF de estas fracciones, asi como de las muestras
aplicadas, se cuantificaron con el ELISA de EGF humano
de R&D Systems siguiendo las instrucciones del fabricante.
Ademas, el CTAB de las muestras aplicadas y permeadas
se analizé mediante UPLC-MS/MS.

Para los analisis estadisticos, los resultados se ex-
presan como el valor medio con su desviacion estandar
(media + DE) de cada muestra, al menos 2-3 réplicas. Para
investigar las diferencias entre diferentes grupos se utiliza-
ron pruebas ANOVA seguidas de las pruebas posteriores
de comparacion multiple de Tukey, de post hoc de Dunnet
y de post hoc de Sidak, utilizando el paquete de software
estadistico Minitab-17. Las diferencias estadisticas se acep-
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taron como significativas (*p < 0,05), muy significativas
(**p < 0,01) o altamente significativas (***p < 0,001) segun el
valor de p obtenido.

RESULTADOS Y DISCUSION

Formulacion, preparacion y caracterizacion de
los nanoconjugados de factor de crecimiento
epidérmico

Por primera vez se obtienen nanoconjugados no covalen-
tes de EGF que comprenden surfactantes amonio cuaternario
y colesterol, novedosos en el contexto de los sistemas lipidi-
cos. En la figura TA se presentan las estructuras moleculares
de los diferentes componentes estructurales del nuevo siste-
ma lipidico que incluye al EGF en su estructura supramolecular.
En particular, ya que a pH neutro el EGF esta cargado negativa-
mente vy los surfactantes amonio cuaternario estan cargados
positivamente, se espera una interaccion electrostatica favora-
ble entre estos componentes del sistema, y por consiguiente
la unién del EGF a la membrana lipidica que los surfactantes
amonio cuaternario y el colesterol tienden a formar (figura 1B).

Aungue en este trabajo se presentan los resultados para
el sistema EGF con CTAB Yy colesterol, también se demostro la
posibilidad de extender este tipo de nanoconjugados a otros
sistemas del EGF: con CTAB vy sitosterol, cloruro de benzal-
conio (BKC) y colesterol o cetrimida y colesterol. En los dife-
rentes sistemas mencionados se obtuvieron nanoparticulas

S ‘

0
o r 5 |
- - »Ch / ’:’é aN~—g? i uj_/_)i
e, .{\,;ﬂ ; R i [
7 Y L
A X HE M G
S I Qs ~ j\ 2
- B - AL
"!-'\;,:n, N NDJ\/\}/ b

N
oy

Fig. 1. Descripcién general de la estructura propuesta de los nanoconjugados de factor de crecimiento epidérmico humano recombinante; A, B,
C) representacion simbdlica y estructural de los componentes del sistema; A, factor de crecimiento epidérmico humano recombinante humano
recombinante; B, surfactantes amonio cuaternario (I, BKC o Il, bromuro de hexadeciltrimetilamonio); C, colesterol o sus derivados (I, colesterol o
II, sitosterol); D) representacion esquemaética de la estructura de los nanoconjugados de factor de crecimiento epidérmico humano recombinante
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cationicas, en forma de vesiculas unilamelares, con diametro
medio entre (5y 100) nm; y con mayor potencia bioldgica que
el EGF libre, con capacidad de proteger al farmaco frente a la
degradacion por proteasas y con actividad antimicrobiana. )

Por primera vez se preparan nanoconjugados con protei-
nas recombinantes como componentes intrinsecos del sis-
tema supramolecular, empleando una tecnologia de fluidos
comprimidos conocida como DELOS-susp que es escalable; y
que supera a los métodos de preparacion de sistemas lipidi-
cos tradicionales en cuanto a manufacturabilidad, estabilidad
y robustez. A diferencia de los métodos convencionales para
la produccion de sistemas lipidicos que son procedimientos de
varios pasos, este método ecoldgico, basado en el uso de CO,
comprimido como codisolvente, permite la preparacién en un
solo paso de los nanoconjugados con distribucion de tamafio y
morfologia de particulas controladas, y alta estabilidad.

El proceso consiste en la preparacion de una solucion
organica expandida con CO,, que contiene colesterol, CTAB
y etanol hasta alcanzar el equilibrio a alta presion. Dicha so-
lucién se despresurizo, con ayuda de N,(g) que actua como
embolo también a alta presién, sobre una solucién acuosa de
histidina-HCl de 5 mM (pH 7,0), que también contenia el EGF a
las concentraciones deseadas (0; 25; 100) ug/mL. El proceso
no requiere de pasos adicionales para lograr las caracteristi-
cas estructurales deseadas o para aumentar la carga de la
proteina (figura 2 Ay B).

Intensidad (%)

01 1 10

El procedimiento que se observa en el sector A incluye
la carga de una solucion etandlica de colesterol y CTAB en
un recipiente de alta presién a temperatura de trabajo (Tw)
y presion atmosférica; la adicion de CO2 para producir una
solucién expandida con CO,, a una fraccion molar (XCO,), pre-
sion de trabajo (Pw) y Tw determinados; donde los compo-
nentes de la membrana permanecen disueltos; y finalmente,
la despresurizacion de la solucion organica expandida sobre
una solucién acuosa, que contiene el EGF en tampdn histidi-
na-HCl (pH 7,0); para producir una dispersion acuosa de los
nanoconjugados de EGF.

Para desarrollar una nanomedicina robusta, que pueda
progresar a la etapa clinica, es esencial lograr una reprodu-
cibilidad completa de sus caracteristicas fisicoquimicas,
morfologia y carga de sustancias farmacoldgicas entre di-
ferentes producciones de lotes, lo que se denomina consis-
tencia entre lotes. Ademas, es muy importante el uso de me-
todologias escalables industrialmente con caracteristicas
adecuadas y reproducibles, involucrando un nimero minimo
de pasos y equipos y cumpliendo con los requisitos de las
guias farmacéuticas y las buenas practicas de fabricacion
(GMP). Los tamafios medios de particulas, las distribucio-
nes de tamafios de particulas (o indice de polidispersidad,
Pdl) y los potenciales zeta aparente de los nanoconjugados
de EGF son atributos de calidad criticos importantes de los
sistemas coloidales, que desempefian un papel importante

100 1e+03 le+04

Diédmetro (nm)

Fig. 2. Funcionamiento de la tecnologia despresurizacion de una solucién-suspension orgdnica liquida expandida y caracterizacion fisico-quimica
de los nanoconjugados de factor de crecimiento epidérmico humano recombinante; A) representacion esquematica del método de preparacion
de los nonoconjugados de factor de crecimiento epidérmico humano recombinante; B) equipo que incluye recipiente de alta presion a escala de
laboratorio P6 mL (tamafo de lote 25 mL); C) caracterizacién de nanoconjugados de factor de crecimiento epidérmico humano recombinante por
criomicroscopia electronica de transmision; D) caracterizacion por dispersion dindmica de la luz
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en la determinacion de su estabilidad, carga y liberacion de
farmacos, biodistribucién y capacidad de localizacion. (1

La morfologia de los nanoconjugados de EGF segun
crio-TEM evidencio la presencia de vesiculas esféricas, ho-
mogéneas y unilamelares (ver figura 2C). El tamafio medio
de particulas de los nanoconjugados de EGF con 25 ug/mL
y 100 pg/mL de proteina fue inferior a 100 nm y similar entre
si, lo que significa que la concentracién de proteina no altera
el tamafio medio de los nanoconjugados (ver figura 2D). El
potencial zeta, que representa la carga eléctrica en la superfi-
cie de los nanoconjugados y es también un parametro impor-
tante que permite correlacionarse con la estabilidad coloidal,
se encontraron valores de potencial zeta aparente muy altos
(superiores a + 70 mV), de acuerdo con la gran estabilidad
encontrada. Los porcentajes de eficiencia de atrapamiento
(EE %) se mantuvieron muy altos (> 97 %) para todos los na-
noconjugados obtenidos independientemente de las cargas
de proteinas. Estos valores altos pueden racionalizarse por el
valor de potencial zeta aparente negativo (cerca de -16 mV)
del EGF libre y los valores positivos (cerca de +103 mV) para
los nanoconjugados blancos (sin EGF), lo que sugiere una in-
teraccion electrostatica fuerte entre ambos.

La estructura de un nanoconjugado es otro atributo de
calidad importante para el desempefo de cualquier sistema
de administracion de farmacos. Anteriormente demostramos
que se trata de vesiculas unilamelares esféricas (ver figura 2C).
Para demostrar experimentalmente la localizacion del EGF en
los nanoconjugados, se tomaron imdgenes de inmuno-TEM (fi-
gura 3A). Las imagenes de microscopia muestran la presencia
de puntos negros correspondientes a nanoparticulas de oro
coloidal (de unos 15 nm de didmetro) en las membranas de las
estructuras vesiculares de los nanoconjugados de EGF, confir-
mando la localizacion del EGF anclado a la membrana lipidica
de las nanovesiculas. Ademas, las imagenes inmuno-TEM re-
velan la formacion de agrupaciones de EGF, que se localizaron
claramente con un anticuerpo monoclonal especifico. Estos
grupos caracteristicos de EGF en la superficie de las nanoparti-
culas, con alta concentracion local, pueden implicar una mayor
facilidad para la dimerizacion del receptor de EGF y potencial-
mente pueden mejorar su actividad bioldgica.

Dado que tanto el colesterol como el EGF muestran pro-
piedades quirales, se accedio al comportamiento estructural
de los nanoconjugados y del EGF mediante espectroscopia de
dicrofsmo circular (CD). La figura 3C muestra los espectros CD
del UV lejano de muestras y controles. Como control para el
analisis de los nanoconjugados, se secaron nanoconjugados
blancos (sin EGF) y se disolvieron con etanol para generar la
muestra con composicion equivalente en solucion. Esta mues-
tra genera una banda dicroica positiva que alcanza un maxi-
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mo alrededor de 200 nm y una banda negativa por debajo de
195,5 nm. Estos resultados concuerdan con los informados
anteriormente para la solucién de colesterol libre en ciclohexa-
no y acetonitrilo. ™ Sin embargo, los nanoconjugado blanco
nanoestructurados en agua, mostraron grandes cambios en el
espectro en comparacion con la mezcla de componentes di-
sueltos en etanol, mostrando una unica e intensa banda dicroi-
ca negativa por debajo de 230 nm. Adicionalmente, el espectro
experimental de los nanoconjugados de EGF se compar6 con
el espectro resultante de la suma de los espectros individuales
del EGF libre y los nanoconjugados blanco. Ambos espectros
se superponen bastante bien, lo que sugiere que no se pro-
ducen alteraciones estructurales importantes debido a la for-
macién del complejo, nanoconjugado de EGF. Sin embargo, la
banda positiva alrededor de 230 nm observada en la suma de
los espectros desaparecio en el espectro de los nanoconjuga-
dos de EGF (inserto de la figura 3C). Esta banda probablemen-
te esté asociada con los aminodcidos aromaticos (Trp y Tyr)
y, posiblemente, con los enlaces disulfuro del EGF. La pérdida
de la banda positiva a 230 nm sugiere fuertemente que tras la
union del EGF a la superficie de los nanoconjugados se produ-
cen algunos cambios en el entorno estructural de los aminoaci-
dos aromaticos de la proteina. Ademas, en la misma direccion
de estos resultados, el espectro de emisién de fluorescencia
intrinseca del Trp (ver figura 3B) sugiere que los aminodcidos
aromaticos en el EGF probablemente estén interactuando con
la membrana cationica.

La fluorescencia intrinseca de las proteinas es otra pro-
piedad sensible a los cambios en su estructura terciaria que
también revela la polaridad del microambiente presente alre-
dedor de sus fluoréforos, en particular los residuos Trp. Por
tanto, la ubicacion (y el entorno estructural) de dichos resi-
duos determina el valor de intensidad y la longitud de onda
de emision maxima de fluorescencia, que varia de 330 nm a
355 nm dependiendo de las propiedades del disolvente, el gra-
do de exposicion al disolvente y otras interacciones locales.
Como ya se menciond, los resultados del inmuno-TEM (ver
figura 3A) sugirieron que parte de la proteina deberfa estar in-
teractuando con la membrana produciendo su inmovilizacion.
El espectro de emision del EGF libre en el medio dispersante
se caracterizd por un maximo de emision a (350-352) nm (ver
figura 3B), lo que indica que los residuos de Trp residen en la
superficie de la proteina y estan en contacto con agua. Estos
resultados son consistentes con los reportados previamente
para Trp en EGF libre mediante espectroscopias de resonan-
cia magnética nuclear. ® Sin embargo, en los nanoconjuga-
dos de EGF, la emisién maxima se desplazd a longitudes de
onda mas cortas (aproximadamente 346 nm) y se observo
que esta acompafiado de un aumento de la intensidad de
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Fig. 3. Estructura de los nanoconjugados de factor de crecimiento epidérmico; A) imégenes de inmunomicroscopia electrénica de transmision
que muestran la localizacion del factor de crecimiento epidérmico en la bicapa de los nanoconjugados con anticuerpo monoclonal especifico
seguido de la deteccién con anticuerpo secundario anti-IgG de ratén en conejo marcado con nanoparticulas de oro coloidal (15 nm), la longitud
de la barra representa 200 nm; B) espectros de emision de fluorescencia intrinseca del triptéfano del factor de crecimiento epidérmico libre y
los nanoconjugados de factor de crecimiento epidérmico; C) espectros de CD de UV lejano de diferentes muestras después del intercambio de

medios dispersantes con agua en columnas de desalinizacion PD-10

la fluorescencia, en comparacion con la proteina libre. Esto
también indica que los residuos de Trp se encuentran en un
ambiente menos polar cuando se integran en la membrana.

Estudios in vitro de caracterizacion de los
nanoconjugados de factor de crecimiento
epidérmico

El perfil de liberacién del EGF de los nanoconjugados de
EGF a pH 55y 7,0 se investigd mediante la incubacion con
agitacion a 32 °Cy 37 °C y después 3 dias de almacenamien-
to. No se observo claramente ninguna liberacion inmediata
del EGF cargado al comienzo del estudio en ambos valores de
pH, ni se observod ninguna liberacion de EGF para la muestra
mantenida durante 3 dias a pH 5,5 después de la incubacion
a ambas temperaturas. Sin embargo, a pH 7,0 se observé una
pequefa liberacion del EGF que tiende a aumentar ligeramen-
te en funcién del tiempo, pero permanece por debajo del 5 %
después de los 3 dias a 32 °C (figura 4A). Se detectd una li-
beracién ligeramente mayor del EGF al mismo pH después
del almacenamiento a 37 °C, siendo practicamente irrelevante
(de 10 % a 15 %), teniendo en cuenta que la frecuencia de
administracion de los productos topico es menor de 3 dias.

Las heridas cronicas, como las Ulceras del pie diabético,
presentan un entorno proteolitico que puede afectar la biodis-
ponibilidad de los farmacos proteicos utilizados durante los tra-
tamientos. Por tanto, se evalud la capacidad protectora de los
nanoconjugados de EGF a través de su capacidad de preservar
la estabilidad y bioactividad del EGF en presencia de proteasas.
En este estudio se selecciond la quimotripsina como modelo de
proteasa porgue tiene muchos sitios de corte en la secuencia del
EGF y su protedlisis del EGF fue sensible al ensayo ELISA. Los re-
sultados mostraron que a la misma concentracién aparente de
EGF, los nanoconjugados de EGF presentaron una mayor esta-
bilidad frente a la quimotripsina en comparacion con la proteina
libre (ver figura 4B). A la misma concentracién aparente de EGF,
el porcentaje global de proteina degradada fue mayor del 95 %
para el EGF libre, mientras que para el nanoconjugado de EGF
fue entre el (50-60) % después de 24 h. Es probable que el EGF
libre se degrade mucho mas répido por una mayor exposicion de
la proteina libre al solvente que en el nanoconjugado. Dado que
el objetivo final de este trabajo es el uso de los nanoconjugados
de EGF como formulacién tdpica, una alta resistencia a las pro-
teasas podria traducirse en una mejor biodisponibilidad y una ac-
cién mas prolongada y eficaz del EGF en las dreas de las heridas.
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Fig. 4. Estudios in vitro de los nanoconjugados de factor de crecimiento epidérmico en el medio dispersante (EtOH 10 % v/v en tampdn histidi-
na-HCI 5 mM, pH 7,0); A) perfil de liberacién en el tiempo de los nanoconjugados de factor de crecimiento epidérmico (EGF 100 ug/mL) a diferen-
tes valores de pH y temperatura de incubacion; B) evaluacién de la estabilidad proteolitica después de 24 h del factor de crecimiento epidérmico
libre y los nanoconjugados de EGF a 100 pg/mL en presencia de quimotripsina a la temperatura de 32 °C; C) actividad bioldgica especifica del
factor de crecimiento epidérmico y los nanoconjugados de factor de crecimiento epidérmico en el ensayo de proliferacion celular en la linea ce-

lular de fibroblastos murinos 3T3 A431; D) actividad antimicrobiana evaluada por zona de inhibicién durante los ensayos de difusion en pozos de
agar contra diferentes microorganismos. St, Staphylococcus aurous; Ec, Escherichia coli; Bs, Bacillus subtilis; Ps, Pseudomonas aeruginosa; Ca,
Candida albicans; Ab, Aspergillus brasiliensis. Leyenda: La linea discontinua representa el diametro del pozo donde se aplicé la muestra; *p < 0,05;
**p < 0,07; ***p < 0,001 representan diferencias estadisticamente significativas; NS, diferencias no significativas. Todos los analisis estadisticos
se realizaron mediante ANOVA unidireccional seguido de una comparacion por pares de Tukey.

Es muy importante que el proceso de fabricacién utilizado
para preparar los nanoconjugados no perjudique la bioactividad
de la proteina con la consiguiente pérdida de su funcion en el
sitio de accion. La dilucién minima valida donde los nanoconju-
gados de EGF no presentan actividad citotoxica en el ensayo de
actividad bioldgica fue mayor de 1/400, las diluciones de todas
las muestras evaluadas en el ensayo fueron superiores a 1/400.

Para comparar la bioactividad especifica de la proteina
en diferentes formulaciones de nanoconjugados de EGF, la
actividad especifica de las muestras se calculé dividiendo la
actividad bioldgica absoluta por la concentracion nominal de
proteina de cada muestra. Un punto digno de mencion de es-
tos experimentos fue que la bioactividad del EGF no solo se
conservo después de la preparacion mediante la metodologia
DELOS-susp, sino que también aumento (ver figura 4C). Este
aumento fue al menos el doble de la potencia de los nanocon-
jugados de EGF, en comparacion con el EGF libre en la misma

concentracion aparente. Como se discutio en una seccion an-
terior, el aumento de actividad podria estar relacionado con
la inmovilizacion de la proteina en la membrana de la nano-
vesicula con probablemente una orientacion sitio de unién al
receptor especifica de la regién proteica activa hacia el medio
circundante, lo que es favorable para la interaccién con el re-
ceptor de EGF. Es bien sabido que el receptor de EGF esta or-
ganizado en pequefos grupos de aproximadamente 150 nm
de didametro promedio en la membrana plasmatica de las cé-
lulas. @V Esta superficie coincidia bien con la del nanoconju-
gado de EGF con un didmetro promedio de (50-70) nm (ver fi-
gura 2 Cy D). Esto favoreceria la multimerizacion del receptor;
ya que dos receptores que se unen a ligandos inmovilizados
en el mismo nanoconjugado estarian cerca, favoreciendo la
sefalizacion dependiente de la dimerizacion.

Como ya se menciond lainfeccion de las heridas es uno de
los factores mas importantes que contribuyen a su cronicidad
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y, por tanto, el control eficaz de la infeccion es un atributo de
calidad apropiado para un farmaco administrado por via topi-
ca destinado a tratar heridas complejas. Se analizo la eficacia
anti-microbiana de los nanoconjugados de EGF frente a bac-
terias, levaduras y hongos. Como se muestra en la figura 4D,
los nanoconjugados de EGF presentaron actividad antimicro-
biana contra bacterias grampositivas, levaduras y hongos. Es
notable el hecho de que algunos microorganismos sensibles
a los nanoconjugados (por ejemplo, Staphylococcus aureus)
se encuentran entre los principales microorganismos que se
sabe que contribuyen a complicaciones graves en la infeccion
de heridas y la flora microbiana de biopeliculas y quemaduras
de heridas crénicas. #?

Las propiedades antimicrobianas encontradas de los
nanoconjugados de EGF demostraron el gran potencial de
las preparaciones basadas en los mismos como formulacio-
nes topicas. Por su actividad antiséptica, los nanoconjuga-
dos de EGF también puede actuar como agente profilactico
que previene infecciones microbianas, dificultando la forma-
cion de biopeliculas. Segun estos hallazgos, los nanoconju-
gados de EGF podrian favorecer la sefializacion del receptor
EGF dependiente de dimerizacion al tiempo que protege a la
proteina de otras vias de degradacion, permitiendo la optimi-
zacion de sus propiedades farmacolégicas. El tratamiento
topico con dichos nanoconjugados también podria reducir
las posibles infecciones por microorganismos y proteger la
herida de futuras contaminaciones.

La seguridad y tolerancia de los medicamentos es tam-
bién un aspecto importante a evaluar. En particular, para
los medicamentos que se proponen para administracion
topica la prueba de irritacion cutanea in vitro basada en la
directriz 439 de la OCDE en el modelo epidérmico humano
EpiSkin™ brinda informacion relevante. ®® Para evaluar la
potencial citotoxicidad del CTAB, ademas de los nanocon-
jugados de EGF y del EGF libre, se evalué como referencia
una solucion de este tensioactivo cationico preparada en el
mismo medio y a una concentracion de tensioactivo equi-
valente a la de los nanoconjugados. Bajo las condiciones
experimentales aplicadas, los resultados obtenidos de la
liberacion de interleucina-1a (factor proinflamatorio libe-
rado en respuesta a un irritante), después de 24 hy 48 h
de exposicién al producto, permitieron clasificar los nano-
conjugados de EGF como no irritantes (figura 5A). Sin em-
bargo, la solucién CTAB indujo una respuesta irritante en
ambos tiempos de exposicion. En ese caso, la liberacion
de interleucina-1a fue mayor que 40 pg/mL, siendo este ul-
timo valor similar al observado por el control negativo del
experimento (solucion de SDS al 5 % en PBS). Por lo tanto,
esta prueba in vitro sugirié que la irritacion inducida por

CTAB se reduce ampliamente cuando el surfactante se na-
noestructura en los nanoconjugados, lo que indica que los
mismos podrian tolerarse bien por via topica.

Para evaluar el perfil de absorcion del EGF contenido en
nanoconjugados a través de la piel, se realizaron ensayos de
permeacion en celdas de difusion tipo Franz. Para reprodu-
cir mejor el comportamiento de permeacion en las heridas
se utiliza piel humana con la funcién de barrera deteriorada.
Como referencia se evalud una solucion de EGF libre usan-
do el mismo medio y que contenia una cantidad total de EGF
equivalente a la transportada en los nanoconjugados. La
permeacion del EGF se reduce significativamente cuando se
presenta en forma de nanoconjugados. Después de 24 h, el
contenido de EGF en la solucién de EGF libre penetré comple-
tamente (103 % * 28 %), mientras que solo la mitad de la dosis
del EGF en los nanoconjugado traspasé la piel (50 % + 10 %)
(ver figura 5B). Este resultado sugiere que los nanoconjuga-
dos de EGF permiten una mejor retencion de la proteina en la
piel, consiguiendo un efecto mas local y duradero y, en con-
secuencia, un tratamiento mas eficaz y eficiente. Ademas, la
cuantificacion de CTAB después de 24 h mostré que solo el
5% de la dosis aplicada permeaba la piel, lo que minimiza los
potenciales problemas de seguridad del uso de este tensioac-
tivo catidnico (ver figura 5C).

Después del desarrollo de los nanoconjugados de EGF,
se demostro la factibilidad de vehiculizar los mismos en una
formulacion tépica en forma de hidrogel, evidenciando la inte-
gridad del sistema supramolecular (Cryo-TEM y espectrosco-
pfa FRET) e incrementando significativamente la bioactividad
in vitro del EGF con relacién al hidrogel del EGF libre. 9

Conclusiones

Se sintetizaron nuevos nanoconjugados no covalentes de
EGF que comprenden surfactantes amonio cuaternario y co-
lesterol, novedosos en el contexto de los sistemas lipidicos. Se
empled una tecnologia de fluidos comprimidos (DELOS-susp)
en un solo paso y escalable, que supera a los métodos de
preparacion de sistemas lipidicos tradicionales. Se aplico a
la caracterizacion del sistema una amplia bateria de técnicas
fisico-quimicas, biofisicas, bioquimicas y biolégicas que se
encuentran al nivel del estado del arte o superior, que mues-
tran valores apropiados de los principales atributos de calidad
criticos de las nanomedicinas coloidales, que desempefian pa-
peles importantes en la determinacion de su estabilidad, atra-
pamiento del EGF, proteccion frente a proteasas, potencia del
EGF, actividad antimicrobiana, biocompatibilidad y capacidad
de localizacion. Debido a sus propiedades los nanoconjugados
de EGF son una plataforma atractiva para el tratamiento topico
de las heridas complejas porque combinan 2 enfoques de los
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Fig. 5. Estudios in vitro de biocompatibilidad y localizacion de los nanoconjugados de factor de crecimiento epidérmico en tejido epidérmico; A)
irritacion cutanea in vitro de los nanoconjugados de factor de crecimiento epidérmico y los controles correspondientes en el modelo epidérmico
humano reconstruido EpiskinTM; resultados obtenidos de la liberacion de interleucina-1q, tras 24 h y 48 h de exposicion; *p < 0,05 con respecto
al control negativo (PBS), determinado mediante ANOVA de 2 vias con la prueba post hoc de Dunnett; B, C) permeacion ex vivo del factor de
crecimiento epidérmico libre y los nanoconjugados de factor de crecimiento epidérmico a través de la piel dafiada. B) factor de crecimiento epi-
dérmico permeado (%) después de 24 h en relacion con la dosis aplicada. C) bromuro de hexadeciltrimetilamonio permeado (%) después de 24 h
en relacion con la dosis aplicada. *p < 0,05 determinado mediante ANOVA de 2 vias con la prueba post hoc de Sidak

nanomateriales utilizados en la cicatrizacion de heridas, son un
prometedor portador de administracion tépica de EGF, que me-
jora la biodisponibilidad y eficacia de las proteinas, y exhiben
propiedades antimicrobianas intrinsecas debido a la composi-
cién de su membrana, crucial para prevenir la infeccién de la
herida y lograr una cicatrizacion adecuada.
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