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    RESUMEN


    Introducción: Se ha señalado que los tratamientos tópicos de heridas complejas con factor de crecimiento epidérmico exógeno ven afectada su biodisponibilidad y efectividad. En consecuencia, son deseables productos novedosos que puedan superar las limitaciones que enfrentan dichos tratamientos. Objetivos: El objetivo principal fue desarrollar una nanoformulación 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 evaluación de los nanoconjugados de factor de crecimiento epidérmico se realizó en 4 etapas: diseño de la nanoformulación, síntesis por un novedoso método de fluidos supercríticos, caracterización físico-química y biofísica, y su evaluación por ensayos biológicos in vitro. Resultados: Se sintetizaron nanoconjugados no covalentes de factor de crecimiento epidérmico que comprenden surfactantes amonio cuaternario y colesterol, novedosos en el contexto de los sistemas lipídicos, que supera a los métodos tradicionales de preparación de sistemas lipídicos. La caracterización del sistema con una amplia batería de técnicas analíticas, que se encuentran al nivel del estado del arte o superior, demostró que el sistema presenta valores apropiados de los principales atributos de calidad críticos: estabilidad, atrapamiento y liberación del factor de crecimiento epidérmico, protección frente a proteasas, actividad regeneradora, actividad antimicrobiana, biocompatibilidad y capacidad de localización. Conclusiones: se desarrolló una nanoterapia basada en nanoconjugados de factor de crecimiento epidérmico compuestos de colesterol y bromuro de hexadeciltrimetilamonio, que combina 2 actividades farmacológicas: son un vehículo prometedor de administración tópica del factor de crecimiento epidérmico, que mejora la biodisponibilidad y eficacia de la proteína, y exhiben propiedades antimicrobianas intrínsecas debido a la composición de su membrana.


    Palabras clave: factor de crecimiento epidérmico; surfactantes amonio cuaternario; nanoconjugados; nanovesículas; 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 exogenous 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 structure would increase epidermal growth factor bioavailability at the wound site while remaining biocompatible with the wound. Methods: The development and evaluation of epidermal growth 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 nanoconjugates comprising quaternary ammonium surfactants and cholesterol were synthesized. These compounds are novel in the context of lipid systems and outperform traditional methods for preparing lipid systems. Characterization of the system using a broad battery of state-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 nanoconjugates 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.
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    INTRODUCCIÓN


    Las heridas agudas y, en particular, las crónicas son un problema de salud mundial. La incidencia de heridas crónicas que no cicatrizan ha aumentado exponencialmente con el envejecimiento de la población, se ha estimado que entre el 1 % y el 2 % de la población de los países desarrollados experimentaría una herida crónica a lo largo de su vida. (1,2)


    Los factores clave asociados con la fisiopatología de la herida y la pérdida de una extremidad incluyen la neuropatía y la gravedad de la herida, la isquemia y la infección del pie. (3) Las heridas abiertas como las úlceras del pie diabético (UPD), las úlceras venosas de las piernas (VLU) y las úlceras por presión (PU), dejan el lecho de la herida en riesgo de colonización por patógenos oportunistas, agravando la situación del paciente. La colonización bacteriana de las heridas a menudo facilita la producción de una matriz extracelular viscosa, conocida como biopelícula, que se cree que afecta hasta el 80 % de las heridas crónicas. Casi la mitad de todas las UPD se clasifican como infectadas, lo que se correlaciona fuertemente con la amputación y el aumento de la mortalidad. (4)


    El factor de crecimiento epidérmico humano recombinante (EGF) ha atraído un gran interés debido a sus posibles aplicaciones, especialmente dirigidas a mejorar el proceso de cicatrización. Se cree que la deficiencia de EGF es uno de los fundamentos fisiopatológicos de las heridas complejas. (2) Se ha informado que el EGF facilita la cicatrización de heridas, ya que puede promover la angiogénesis y regular muchos aspectos de la actividad celular, incluida la migración celular, la proliferación y el metabolismo de la matriz extracelular. (5) Sin embargo, la evidencia demuestra que el EGF exógeno se elimina rápidamente del sitio de aplicación tópica, probablemente mediante escisión impulsada por proteasas debido al rico ambiente proteolítico que se encuentra en estas heridas afectando la biodisponibilidad y efectividad de los tratamientos tópicos basados en EGF. (6) En consecuencia son deseables productos novedosos que puedan superar las limitaciones que enfrentan los tratamientos tópicos basados en EGF. (7)


    La nanotecnología ha contribuido a un cambio de paradigma en la terapia de curación de heridas para superar la naturaleza crónica y las complicaciones asociadas de las heridas que no cicatrizan. El uso de tecnologías eficientes para materiales nanoestructurados con características controladas ha dado como resultado 2 categorías de nanomateriales utilizados en la curación de heridas: a) nanomateriales que muestran propiedades intrínsecas para la curación de heridas y b) nanomateriales utilizados como portadores de fármacos. (8,9) Para la preparación de los nanoconjugados de EGF se propuso una plataforma basada en fluidos comprimidos denominada DELOS-susp (despresurización de una solución-suspensión orgánica líquida expandida). La plataforma DELOS-susp es un proceso ecoeficiente que utiliza CO2 comprimido que permite la producción reproducible y escalable de sistemas nanovesiculares con notable estabilidad coloidal en términos de tamaño, morfología y lamelaridad, en medios acuosos. (10,11,12) Sin embargo, en el momento de realizar nuestra investigación dicha plataforma DELOS-susp nunca se había aplicado a proteínas recombinantes que son biomoléculas frágiles y cuya funcionalidad depende de la preservación, durante la preparación y almacenamiento, de su estructura secundaria y de orden superior. (7)


    El objetivo principal de la presente investigación fue resolver los problemas para la liberación tópica eficiente del EGF asociados con su degradación por proteasas en el ambiente de las heridas crónicas y su rápida eliminación del sitio de acción. Para ello fue necesario desarrollar una nueva nanoformulación en la cual sus componentes y estructura supramolecular 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 preparación que fuera escalable, robusto y amigable con el medio ambiente. No menos importante, la caracterización del sistema con una amplia batería de técnicas físico-químicas, biofísicas y de microscopía electrónica para evaluar el cumplimiento del sistema con los atributos críticos de calidad deseables para las nanoformulaciones coloidales. Finalmente, también fue objetivo de este trabajo la realización de una amplia variedad de estudios en modelos in vitro que dieran información de la integridad del sistema, funcionalidad biológica, resistencia a proteasas y la predicción de su biocompatibilidad y potencial de localización para administración tópica.


    



    MÉTODOS


    Se trata de una investigación tecnológica para el tratamiento tópico de heridas complejas. Esta investigación se desarrolló en el Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología de Cuba de manera conjunta con el Instituto de Ciencias de los Materiales de Barcelona y la empresa Nanomol Technologies SL de España. La investigación se desarrolló a tiempo parcial desde el año 2010 hasta el 2016.


    El EGF fue producido mediante tecnología de ADN recombinante. Brevemente, el gen de EGF humano se clonó en un vector de integración en la levadura Organización para la Cooperación y el Desarrollo Económico (OCDE) y se desarrolló un proceso de fermentación con altos rendimientos para la expresión de la proteína al medio de cultivo. Posteriormente, tras una secuencia de procesos cromatográficos, se obtuvo el EGF con alto grado de pureza y con la actividad biológica esperada. (13)


    Los nanoconjugados de EGF se prepararon mediante el método DELOS-susp, un proceso de un solo paso. (14) Se utilizaron diferentes reactores, desde escala de laboratorio hasta escala piloto. En primer lugar, se introduce en un reactor de alta presión, a presión atmosférica y temperatura de trabajo, una solución de etanol que contiene colesterol y CTAB. Se añade CO2 comprimido, produciendo una expansión volumétrica de la solución hasta alcanzar una fracción molar deseada y una presión de trabajo. Finalmente, la solución orgánica expandida se despresuriza desde la presión de trabajo a la presión atmosférica, sobre una solución que contiene la proteína en el tampón deseado y a la concentración deseada.


    Los nanoconjugados de EGF se caracterizaron con una amplia batería de técnicas analíticas. El tamaño de partícula, la polidispersidad y el potencial Zeta se determinaron con el Zetasizer Nano ZS. La eficiencia de atrapamiento de proteínas (PEE %) se determinó después de la separación del EGF libre de los nanoconjugados de EGF mediante ultracentrifugación a 600 000 g a 4 °C durante 6 h. El contenido de EGF en las diferentes fases se analizó mediante los espectros de fluorescencia intrínseca del Trp.


    La morfología y tamaño de los nanoconjugados en solución acuosa se evaluó mediante criomicroscopía electrónica de transmisión (Crio-TEM) para lo cual la muestra se vitrificó sumergiendo la rejilla en etano líquido a temperatura de -179,15 °C. Para la localización del EGF en los nanoconjugados se utilizó la inmunomicroscopía electrónica de transmisión (inmuno-TEM), empleando un anticuerpo monoclonal específico en ratones anti-EGF (clon CB.EGF.1, CIGB). El marcaje secundario se realizó con IgG antiratón de conejo conjugada con oro coloidal de 15 nm de diámetro. Antes de la observación al microscopio, la membrana se contrastó con acetato de uranilo.


    Los espectros de dicroísmo circular (CD) en el UV lejano (190-250) nm se registraron en un espectropolarímetro. 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 filtración 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 concentración equivalente de componentes libre en la solución etanólica. Se utilizaron cubetas de cuarzo (Hellma) de 0,1 cm de longitud de paso. Los espectros de fluorescencia intrínseca del triptófano (Trp) se registraron en un espectrofotómetro de fluorescencia. Los espectros de emisión de fluorescencia se midieron en el rango de (305-450) nm después de la excitación a 295 nm. El paso óptico de las cubetas de cuarzo fue de 1,0 cm.


    La liberación in vitro de la proteína de los nanoconjugado de EGF se evaluó en solución de medio dispersante a pH 5,5 y 7,0; en un baño termostático a 32 °C y a 37 °C después de 3 días de incubación con agitación. El porcentaje acumulado de proteína liberada (CPR%) se determinó después de separar el EGF libre de los nanoconjugados de EGF mediante ultracentrifugación a 600 000 g a 4°C durante 6 h. El contenido de EGF en las diferentes fases se cuantificó mediante el ELISA de EGF como se ha descrito previamente. (15) La estabilidad del EGF en modelo de proteasa con quimotripsina se evaluó en el mismo medio dispersante tanto para el EGF libre como para los nanoconjugados de EGF. La quimotripsina se añadió utilizando una relación enzima (Quimotripsina): sustrato (EGF) de 1:20 (m/m) y las muestras se incubaron con agitación a 32°C durante 24 h. El porcentaje de EGF degradado se determinó por diferencia después de cuantificar el EGF remanente mediante ELISA.


    La actividad biológica in vitro del EGF libre y nanoconjugados de EGF mediante ensayo de proliferación celular se evaluó a través de su capacidad de estimular la proliferación de células de fibroblastos murinos BALB/c 3T3 clon A31. Los resultados se expresaron en unidades internacionales (UI), en comparación con un material de referencia de trabajo que se calibró con el estándar internacional 91/530 de EGF. Por otra parte, para la actividad antimicrobiana in vitro se evaluó la eficacia de los nanoconjugados de EGF frente a bacterias grampositivas (Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis ATCC 6633), bacterias gramnegativas (E. coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027) y hongos (Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus brasiliensis ATCC 16404) utilizando la técnica del método de difusión en pozos de agar. El agente antimicrobiano se difunde en el medio de agar e inhibe el crecimiento de la cepa microbiana analizada, y luego se miden los diámetros en mm de las zonas de inhibición del crecimiento. (16)


    La evaluación de la irritación cutánea aguda de los nanoconjugados de EGF se realizó mediante un ensayo in vitro basado en la directriz 439 de la OCDE utilizando el modelo epidérmico humano in vitro EpiSkinTM. El método consiste en la aplicación del producto de prueba y la posterior determinación de los niveles de interleucina-1α (IL-1α) inducida por los procesos irritantes. (17) Se utilizaron controles como PBS y una solución de SDS al 5 % en PBS (control negativo y positivo, respectivamente), así como el tensioactivo CTAB solubilizado en el medio dispersante y el propio medio dispersante solo. Para evaluar la irritación cutánea aguda, todos los productos se expusieron a la epidermis durante 24 h y 48 h. Según este modelo predictivo, un producto se considera irritante de la piel cuando la concentración de IL-1α liberada es es mayor o igual a 40 pg/mL.


    Los experimentos de permeación ex vivo en piel humana dañada para comparar la permeación del EGF libre y los nanoconjugados de EGF, se realizaron con piel humana procedente de cirugía plástica la cual se dermatomizó hasta alcanzar un espesor de 400μm. El estudio de absorción/permeación se realizó en células de difusión estática de Franz, que constan de una cámara de vidrio aceptora y otra donora fijada entre sí con una abrazadera. Se aplicaron 100 µL de las muestras de EGF libre y nanoconjugados de EGF en el lado epidérmico de cada piel, y se selló la abertura del compartimento donante con parafilm, limitando la evaporación del producto. Luego de 24 h de aplicación del producto, se procesaron muestras de piel y se generaron 3 fracciones: la no traspasada, la absorbida y la permeada. El EGF de estas fracciones, así como de las muestras aplicadas, se cuantificaron con el ELISA de EGF humano de R&D Systems siguiendo las instrucciones del fabricante. Además, el CTAB de las muestras aplicadas y permeadas se analizó mediante UPLC-MS/MS.


    Para los análisis estadísticos, los resultados se expresan como el valor medio con su desviación estándar (media ± DE) de cada muestra, al menos 2-3 réplicas. Para investigar las diferencias entre diferentes grupos se utilizaron pruebas ANOVA seguidas de las pruebas posteriores de comparación múltiple de Tukey, de post hoc de Dunnet y de post hoc de Sidak, utilizando el paquete de software estadístico Minitab-17. Las diferencias estadísticas se aceptaron como significativas (*p < 0,05), muy significativas (**p < 0,01) o altamente significativas (***p < 0,001) según el valor de p obtenido.


    



    RESULTADOS Y DISCUSIÓN


    Formulación, preparación y caracterización de los nanoconjugados de factor de crecimiento epidérmico


    Por primera vez se obtienen nanoconjugados no covalentes de EGF que comprenden surfactantes amonio cuaternario y colesterol, novedosos en el contexto de los sistemas lipídicos. En la figura 1A se presentan las estructuras moleculares de los diferentes componentes estructurales del nuevo sistema lipídico que incluye al EGF en su estructura supramolecular. En particular, ya que a pH neutro el EGF está cargado negativamente y los surfactantes amonio cuaternario están cargados positivamente, se espera una interacción electrostática favorable entre estos componentes del sistema, y por consiguiente la unión del EGF a la membrana lipídica que los surfactantes amonio cuaternario y el colesterol tienden a formar (figura 1B).


    Aunque en este trabajo se presentan los resultados para el sistema EGF con CTAB y colesterol, también se demostró la posibilidad de extender este tipo de nanoconjugados a otros sistemas del EGF: con CTAB y sitosterol, cloruro de benzalconio (BKC) y colesterol o cetrimida y colesterol. En los diferentes sistemas mencionados se obtuvieron nanopartículas catiónicas, en forma de vesículas unilamelares, con diámetro medio entre (5 y 100) nm; y con mayor potencia biológica que el EGF libre, con capacidad de proteger al fármaco frente a la degradación por proteasas y con actividad antimicrobiana. (7)


    Por primera vez se preparan nanoconjugados con proteínas recombinantes como componentes intrínsecos del sistema supramolecular, empleando una tecnología de fluidos comprimidos conocida como DELOS-susp que es escalable; y que supera a los métodos de preparación de sistemas lipídicos tradicionales en cuanto a manufacturabilidad, estabilidad y robustez. A diferencia de los métodos convencionales para la producción de sistemas lipídicos que son procedimientos de varios pasos, este método ecológico, basado en el uso de CO2 comprimido como codisolvente, permite la preparación en un solo paso de los nanoconjugados con distribución de tamaño y morfología de partículas controladas, y alta estabilidad.


    El proceso consiste en la preparación de una solución orgánica expandida con CO2, que contiene colesterol, CTAB y etanol hasta alcanzar el equilibrio a alta presión. Dicha solución se despresurizó, con ayuda de N2(g) que actúa como embolo también a alta presión, sobre una solución acuosa de histidina-HCl de 5 mM (pH 7,0), que también contenía el EGF a las concentraciones deseadas (0; 25; 100) µg/mL. El proceso no requiere de pasos adicionales para lograr las características estructurales deseadas o para aumentar la carga de la proteína (figura 2 A y B).


    El procedimiento que se observa en el sector A incluye la carga de una solución etanólica de colesterol y CTAB en un recipiente de alta presión a temperatura de trabajo (Tw) y presión atmosférica; la adición de CO2 para producir una solución expandida con CO2, a una fracción molar (XCO2), presión de trabajo (Pw) y Tw determinados; donde los componentes de la membrana permanecen disueltos; y finalmente, la despresurización de la solución orgánica expandida sobre una solución acuosa, que contiene el EGF en tampón histidina-HCl (pH 7,0); para producir una dispersión acuosa de los nanoconjugados de EGF.


    Para desarrollar una nanomedicina robusta, que pueda progresar a la etapa clínica, es esencial lograr una reproducibilidad completa de sus características fisicoquímicas, morfología y carga de sustancias farmacológicas entre diferentes producciones de lotes, lo que se denomina consistencia entre lotes. Además, es muy importante el uso de metodologías escalables industrialmente con características adecuadas y reproducibles, involucrando un número mínimo de pasos y equipos y cumpliendo con los requisitos de las guías farmacéuticas y las buenas prácticas de fabricación (GMP). Los tamaños medios de partículas, las distribuciones de tamaños de partículas (o índice de polidispersidad, PdI) y los potenciales zeta aparente de los nanoconjugados de EGF son atributos de calidad críticos importantes de los sistemas coloidales, que desempeñan un papel importante en la determinación de su estabilidad, carga y liberación de fármacos, biodistribución y capacidad de localización. (18)


    La morfología de los nanoconjugados de EGF según crio-TEM evidenció la presencia de vesículas esféricas, homogéneas y unilamelares (ver figura 2C). El tamaño medio de partículas de los nanoconjugados de EGF con 25 µg/mL y 100 µg/mL de proteína fue inferior a 100 nm y similar entre sí, lo que significa que la concentración de proteína no altera el tamaño medio de los nanoconjugados (ver figura 2D). El potencial zeta, que representa la carga eléctrica en la superficie de los nanoconjugados y es también un parámetro importante 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 nanoconjugados obtenidos independientemente de las cargas de proteínas. 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 interacción electrostática fuerte entre ambos.


    La estructura de un nanoconjugado es otro atributo de calidad importante para el desempeño de cualquier sistema de administración de fármacos. Anteriormente demostramos que se trata de vesículas unilamelares esféricas (ver figura 2C). Para demostrar experimentalmente la localización del EGF en los nanoconjugados, se tomaron imágenes de inmuno-TEM (figura 3A). Las imágenes de microscopía muestran la presencia de puntos negros correspondientes a nanopartículas de oro coloidal (de unos 15nm de diámetro) en las membranas de las estructuras vesiculares de los nanoconjugados de EGF, confirmando la localización del EGF anclado a la membrana lipídica de las nanovesículas. Además, las imágenes inmuno-TEM revelan la formación de agrupaciones de EGF, que se localizaron claramente con un anticuerpo monoclonal específico. Estos grupos característicos de EGF en la superficie de las nanopartículas, con alta concentración local, pueden implicar una mayor facilidad para la dimerización del receptor de EGF y potencialmente pueden mejorar su actividad biológica.


    Dado que tanto el colesterol como el EGF muestran propiedades quirales, se accedió al comportamiento estructural de los nanoconjugados y del EGF mediante espectroscopía de dicroísmo circular (CD). La figura 3C muestra los espectros CD del UV lejano de muestras y controles. Como control para el análisis de los nanoconjugados, se secaron nanoconjugados blancos (sin EGF) y se disolvieron con etanol para generar la muestra con composición equivalente en solución. Esta muestra genera una banda dicroica positiva que alcanza un máximo alrededor de 200 nm y una banda negativa por debajo de 195,5 nm. Estos resultados concuerdan con los informados anteriormente para la solución de colesterol libre en ciclohexano y acetonitrilo. (19) Sin embargo, los nanoconjugado blanco nanoestructurados en agua, mostraron grandes cambios en el espectro en comparación con la mezcla de componentes disueltos en etanol, mostrando una única e intensa banda dicroica negativa por debajo de 230 nm. Adicionalmente, el espectro experimental de los nanoconjugados de EGF se comparó 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 producen alteraciones estructurales importantes debido a la formación del complejo, nanoconjugado de EGF. Sin embargo, la banda positiva alrededor de 230 nm observada en la suma de los espectros desapareció en el espectro de los nanoconjugados de EGF (inserto de la figura 3C). Esta banda probablemente esté asociada con los aminoácidos aromáticos (Trp y Tyr) y, posiblemente, con los enlaces disulfuro del EGF. La pérdida de la banda positiva a 230nm sugiere fuertemente que tras la unión del EGF a la superficie de los nanoconjugados se producen algunos cambios en el entorno estructural de los aminoácidos aromáticos de la proteína. Además, en la misma dirección de estos resultados, el espectro de emisión de fluorescencia intrínseca del Trp (ver figura 3B) sugiere que los aminoácidos aromáticos en el EGF probablemente estén interactuando con la membrana catiónica.


    La fluorescencia intrínseca de las proteínas es otra propiedad sensible a los cambios en su estructura terciaria que también revela la polaridad del microambiente presente alrededor de sus fluoróforos, en particular los residuos Trp. Por tanto, la ubicación (y el entorno estructural) de dichos residuos determina el valor de intensidad y la longitud de onda de emisión máxima de fluorescencia, que varía de 330 nm a 355 nm dependiendo de las propiedades del disolvente, el grado de exposición al disolvente y otras interacciones locales. Como ya se mencionó, los resultados del inmuno-TEM (ver figura3A) sugirieron que parte de la proteína debería estar interactuando con la membrana produciendo su inmovilización. El espectro de emisión del EGF libre en el medio dispersante se caracterizó por un máximo de emisión a (350-352) nm (ver figura3B), lo que indica que los residuos de Trp residen en la superficie de la proteína y están en contacto con agua. Estos resultados son consistentes con los reportados previamente para Trp en EGF libre mediante espectroscopias de resonancia magnética nuclear. (20) Sin embargo, en los nanoconjugados de EGF, la emisión máxima se desplazó a longitudes de onda más cortas (aproximadamente 346 nm) y se observó que está acompañado de un aumento de la intensidad de la fluorescencia, en comparación con la proteína 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 caracterización de los nanoconjugados de factor de crecimiento epidérmico


    El perfil de liberación del EGF de los nanoconjugados de EGF a pH 5,5 y 7,0 se investigó mediante la incubación con agitación a 32 °C y 37 °C y después 3 días de almacenamiento. No se observó claramente ninguna liberación inmediata del EGF cargado al comienzo del estudio en ambos valores de pH, ni se observó ninguna liberación de EGF para la muestra mantenida durante 3 días a pH 5,5 después de la incubación a ambas temperaturas. Sin embargo, a pH 7,0 se observó una pequeña liberación del EGF que tiende a aumentar ligeramente en función del tiempo, pero permanece por debajo del 5 % después de los 3 días a 32 °C (figura 4A). Se detectó una liberación ligeramente mayor del EGF al mismo pH después del almacenamiento a 37 °C, siendo prácticamente irrelevante (de 10 % a 15 %), teniendo en cuenta que la frecuencia de administración de los productos tópico es menor de 3 días.


    Las heridas crónicas, como las úlceras del pie diabético, presentan un entorno proteolítico que puede afectar la biodisponibilidad de los fármacos proteicos utilizados durante los tratamientos. Por tanto, se evaluó 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 seleccionó la quimotripsina como modelo de proteasa porque tiene muchos sitios de corte en la secuencia del EGF y su proteólisis del EGF fue sensible al ensayo ELISA. Los resultados mostraron que a la misma concentración aparente de EGF, los nanoconjugados de EGF presentaron una mayor estabilidad frente a la quimotripsina en comparación con la proteína libre (ver figura 4B). A la misma concentración aparente de EGF, el porcentaje global de proteína 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 más rápido por una mayor exposición de la proteína libre al solvente que en el nanoconjugado. Dado que el objetivo final de este trabajo es el uso de los nanoconjugados de EGF como formulación tópica, una alta resistencia a las proteasas podría traducirse en una mejor biodisponibilidad y una acción más prolongada y eficaz del EGF en las áreas de las heridas.


    Es muy importante que el proceso de fabricación utilizado para preparar los nanoconjugados no perjudique la bioactividad de la proteína con la consiguiente pérdida de su función en el sitio de acción. La dilución mínima válida donde los nanoconjugados de EGF no presentan actividad citotóxica en el ensayo de actividad biológica fue mayor de 1/400, las diluciones de todas las muestras evaluadas en el ensayo fueron superiores a1/400.


    Para comparar la bioactividad específica de la proteína en diferentes formulaciones de nanoconjugados de EGF, la actividad específica de las muestras se calculó dividiendo la actividad biológica absoluta por la concentración nominal de proteína de cada muestra. Un punto digno de mención de estos experimentos fue que la bioactividad del EGF no solo se conservó después de la preparación mediante la metodología DELOS-susp, sino que también aumentó (ver figura 4C). Este aumento fue al menos el doble de la potencia de los nanoconjugados de EGF, en comparación con el EGF libre en la misma concentración aparente. Como se discutió en una sección anterior, el aumento de actividad podría estar relacionado con la inmovilización de la proteína en la membrana de la nanovesícula con probablemente una orientación sitio de unión al receptor específica de la región proteica activa hacia el medio circundante, lo que es favorable para la interacción con el receptor de EGF. Es bien sabido que el receptor de EGF está organizado en pequeños grupos de aproximadamente 150 nm de diámetro promedio en la membrana plasmática de las células. (21) Esta superficie coincidía bien con la del nanoconjugado de EGF con un diámetro promedio de (50-70) nm (ver figura 2 C y D). Esto favorecería la multimerización del receptor; ya que dos receptores que se unen a ligandos inmovilizados en el mismo nanoconjugado estarían cerca, favoreciendo la señalización dependiente de la dimerización.


    Como ya se mencionó la infección de las heridas es uno de los factores más importantes que contribuyen a su cronicidad y, por tanto, el control eficaz de la infección es un atributo de calidad apropiado para un fármaco administrado por vía tópica destinado a tratar heridas complejas. Se analizó la eficacia anti-microbiana de los nanoconjugados de EGF frente a bacterias, levaduras y hongos. Como se muestra en la figura 4D, los nanoconjugados de EGF presentaron actividad antimicrobiana 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 infección de heridas y la flora microbiana de biopelículas y quemaduras de heridas crónicas. (22)


    Las propiedades antimicrobianas encontradas de los nanoconjugados de EGF demostraron el gran potencial de las preparaciones basadas en los mismos como formulaciones tópicas. Por su actividad antiséptica, los nanoconjugados de EGF también puede actuar como agente profiláctico que previene infecciones microbianas, dificultando la formación de biopelículas. Según estos hallazgos, los nanoconjugados de EGF podrían favorecer la señalización del receptor EGF dependiente de dimerización al tiempo que protege a la proteína de otras vías de degradación, permitiendo la optimización de sus propiedades farmacológicas. El tratamiento tópico con dichos nanoconjugados también podría reducir las posibles infecciones por microorganismos y proteger la herida de futuras contaminaciones.


    La seguridad y tolerancia de los medicamentos es también un aspecto importante a evaluar. En particular, para los medicamentos que se proponen para administración tópica la prueba de irritación cutánea in vitro basada en la directriz 439 de la OCDE en el modelo epidérmico humano EpiSkinTM brinda información relevante. (23) Para evaluar la potencial citotoxicidad del CTAB, además de los nanoconjugados de EGF y del EGF libre, se evaluó como referencia una solución de este tensioactivo catiónico preparada en el mismo medio y a una concentración de tensioactivo equivalente a la de los nanoconjugados. Bajo las condiciones experimentales aplicadas, los resultados obtenidos de la liberación de interleucina-1α (factor proinflamatorio liberado en respuesta a un irritante), después de 24 h y 48 h de exposición al producto, permitieron clasificar los nanoconjugados de EGF como no irritantes (figura 5A). Sin embargo, la solución CTAB indujo una respuesta irritante en ambos tiempos de exposición. En ese caso, la liberación de interleucina-1α fue mayor que 40 pg/mL, siendo este último valor similar al observado por el control negativo del experimento (solución de SDS al 5 % en PBS). Por lo tanto, esta prueba in vitro sugirió que la irritación inducida por CTAB se reduce ampliamente cuando el surfactante se nanoestructura en los nanoconjugados, lo que indica que los mismos podrían tolerarse bien por vía tópica.


    Para evaluar el perfil de absorción del EGF contenido en nanoconjugados a través de la piel, se realizaron ensayos de permeación en celdas de difusión tipo Franz. Para reproducir mejor el comportamiento de permeación en las heridas se utiliza piel humana con la función de barrera deteriorada. Como referencia se evaluó una solución de EGF libre usando el mismo medio y que contenía una cantidad total de EGF equivalente a la transportada en los nanoconjugados. La permeación del EGF se reduce significativamente cuando se presenta en forma de nanoconjugados. Después de 24 h, el contenido de EGF en la solución de EGF libre penetró completamente (103 % ± 28 %), mientras que solo la mitad de la dosis del EGF en los nanoconjugado traspasó la piel (50 % ± ١٠ %) (ver figura5B). Este resultado sugiere que los nanoconjugados de EGF permiten una mejor retención de la proteína en la piel, consiguiendo un efecto más local y duradero y, en consecuencia, un tratamiento más eficaz y eficiente. Además, la cuantificación de CTAB después de 24 h mostró que solo el 5 % de la dosis aplicada permeaba la piel, lo que minimiza los potenciales problemas de seguridad del uso de este tensioactivo catiónico (ver figura 5C).


    Después del desarrollo de los nanoconjugados de EGF, se demostró la factibilidad de vehiculizar los mismos en una formulación tópica en forma de hidrogel, evidenciando la integridad del sistema supramolecular (Cryo-TEM y espectroscopía FRET) e incrementando significativamente la bioactividad in vitro del EGF con relación al hidrogel del EGF libre. (24)


    Conclusiones


    Se sintetizaron nuevos nanoconjugados no covalentes de EGF que comprenden surfactantes amonio cuaternario y colesterol, novedosos en el contexto de los sistemas lipídicos. Se empleó una tecnología de fluidos comprimidos (DELOS-susp) en un solo paso y escalable, que supera a los métodos de preparación de sistemas lipídicos tradicionales. Se aplicó a la caracterización del sistema una amplia batería de técnicas físico-químicas, biofísicas, bioquímicas y biológicas que se encuentran al nivel del estado del arte o superior, que muestran valores apropiados de los principales atributos de calidad críticos de las nanomedicinas coloidales, que desempeñan papeles importantes en la determinación de su estabilidad, atrapamiento del EGF, protección frente a proteasas, potencia del EGF, actividad antimicrobiana, biocompatibilidad y capacidad de localización. Debido a sus propiedades los nanoconjugados de EGF son una plataforma atractiva para el tratamiento tópico de las heridas complejas porque combinan 2 enfoques de los nanomateriales utilizados en la cicatrización de heridas, son un prometedor portador de administración tópica de EGF, que mejora la biodisponibilidad y eficacia de las proteínas, y exhiben propiedades antimicrobianas intrínsecas debido a la composición de su membrana, crucial para prevenir la infección de la herida y lograr una cicatrización adecuada.
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    Fig. 1. Descripción general de la estructura propuesta de los nanoconjugados de factor de crecimiento epidérmico humano recombinante; A, B, C) representación simbólica y estructural de los componentes del sistema; A, factor de crecimiento epidérmico humano recombinante humano recombinante; B, surfactantes amonio cuaternario (I, BKC o II, bromuro de hexadeciltrimetilamonio); C, colesterol o sus derivados (I, colesterol o II, sitosterol); D) representación esquemática de la estructura de los nanoconjugados de factor de crecimiento epidérmico humano recombinante
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    Fig. 2. Funcionamiento de la tecnología despresurización de una solución-suspensión orgánica líquida expandida y caracterización físico-química de los nanoconjugados de factor de crecimiento epidérmico humano recombinante; A) representación esquemática del método de preparación de los nonoconjugados de factor de crecimiento epidérmico humano recombinante; B) equipo que incluye recipiente de alta presión a escala de laboratorio P6 mL (tamaño de lote 25 mL); C) caracterización de nanoconjugados de factor de crecimiento epidérmico humano recombinante por criomicroscopía electrónica de transmisión; D) caracterización por dispersión dinámica de la luz
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    Fig. 3. Estructura de los nanoconjugados de factor de crecimiento epidérmico; A) imágenes de inmunomicroscopía electrónica de transmisión que muestran la localización del factor de crecimiento epidérmico en la bicapa de los nanoconjugados con anticuerpo monoclonal específico seguido de la detección con anticuerpo secundario anti-IgG de ratón en conejo marcado con nanopartículas de oro coloidal (15 nm), la longitud de la barra representa 200 nm; B) espectros de emisión de fluorescencia intrínseca del triptófano 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 desalinización PD-10
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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 tampón histidina-HCl 5 mM, pH 7,0); A) perfil de liberación en el tiempo de los nanoconjugados de factor de crecimiento epidérmico (EGF 100 µg/mL) a diferentes valores de pH y temperatura de incubación; B) evaluación de la estabilidad proteolítica después de 24 h del factor de crecimiento epidérmico libre y los nanoconjugados de EGF a 100 μg/mL en presencia de quimotripsina a la temperatura de 32 °C; C) actividad biológica específica del factor de crecimiento epidérmico y los nanoconjugados de factor de crecimiento epidérmico en el ensayo de proliferación celular en la línea celular de fibroblastos murinos 3T3 A431; D) actividad antimicrobiana evaluada por zona de inhibición durante los ensayos de difusión 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 línea discontinua representa el diámetro del pozo donde se aplicó la muestra; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 representan diferencias estadísticamente significativas; NS, diferencias no significativas. Todos los análisis estadísticos se realizaron mediante ANOVA unidireccional seguido de una comparación por pares de Tukey.
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    Fig. 5. Estudios in vitro de biocompatibilidad y localización de los nanoconjugados de factor de crecimiento epidérmico en tejido epidérmico; A) irritación cutánea 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 liberación de interleucina-1α, tras 24 h y 48 h de exposición; *p < 0,05 con respecto al control negativo (PBS), determinado mediante ANOVA de 2 vías con la prueba post hoc de Dunnett; B, C) permeación ex vivo del factor de crecimiento epidérmico libre y los nanoconjugados de factor de crecimiento epidérmico a través de la piel dañada. B) factor de crecimiento epidérmico permeado (%) después de 24 h en relación con la dosis aplicada. C) bromuro de hexadeciltrimetilamonio permeado (%) después de 24 h en relación con la dosis aplicada. *p< 0,05 determinado mediante ANOVA de 2 vías con la prueba post hoc de Sidak
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