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Resumen

El cdncer es una enfermedad mortal que ha estado presente a lo largo de la historia de la
humanidad, asi el cancer, aun sin una solucién concreta, ha impulsado el desarrollo de distintos
tratamientos para combatirla. La quimioterapia es uno de los mayores y mas eficaces focos para
abordar e intentar curar este padecimiento, terapia que muchas veces producto de los farmacos
utilizados conlleva efectos secundarios que afectan la salud de los pacientes. Es gracias a la
exploracion de nuevas tecnologias tanto a nivel computacional como experimental que se busca
disminuir los efectos colaterales de dichos farmacos en conjunto con aumentar su efectividad.
En la actualidad, la nanomedicina mediante el uso de nanotransportadores poliméricos, ha
generado un gran impulso en proponer alternativas eficientes y efectivas frente a los efectos
secundarios generados por la quimioterapia.

En el presente trabajo de tesis estudiamos el uso nanoparticulas poliméricas con PLAy PLGA y su
interaccidn con distintos farmacos de accién supresora de tejido tumoral. Por medio de técnicas
de dindmica molecular sumado al uso con campos de fuerza reactivo, en combinacién con la
metodologia steered molecular dynamics, se exploré el comportamiento de distintas
formulaciones de nanotransportadores basados en PLA/PLGA encapsulando drogas
anticancerigenas, a fin de generar conocimiento crucial para el posterior disefo a nivel
experimental proyectando un impacto directo en potenciar tratamientos mas eficaces y menos
daiiinos para los pacientes afectados por cancer colorrectal. Asi logramos proponer que a nivel
in-silico, PLGA por sobre PLA permite una liberacidn mas prolongada en el tiempo de las
moléculas menos hidrofdobicas. Ademads, se empled el polimero polietilenglicol (PEG) para
proteger la nanoparticula basada en PLA/PLGA, esto ya que por su naturaleza hidrofdbica no es
posible incorporarla en ambientes acuosos. Las estructuras de farmaco:PLA/PLGA:PEG
mostraron un cambio conformacional considerable, expandiendo su volumen luego de
encontrarse en ambiente acuoso, lo cual propicio que el ingreso de moléculas de agua al interior
del core de PLA/PLGA gatillaran la liberacion de la droga contenida por el nanotransportador. Es
asi, que se espera que el conocimiento generado ayude a avanzar en mejorar los tratamientos ya

existentes y de la misma manera, la calidad de vida de los afectados por esta enfermedad.



Abstract

Cancer is a deadly disease that has been present throughout the history of humanity. Thus, even
without a concrete solution, cancer has prompted the development of different treatments to
combat it. Chemotherapy is one of the most significant and most effective focuses to address
and try to cure this condition, a therapy that many times, as a result of the drugs used, carries
side effects that affect patients' health. Thanks to the exploration of new technologies both at
the computational and experimental levels, the aim is to reduce the collateral effects of these
drugs and increase their effectiveness. At present, nanomedicine, through the use of polymeric
nanocarriers, has generated a great impulse in proposing efficient and effective alternatives to
the side effects generated by chemotherapy.

In the present thesis work, we study the use of polymeric nanoparticles with PLA and PLGA and
their interaction with different drugs with suppressive action on tumor tissue. Employing
molecular dynamics techniques added to the use of reactive force fields, in combination with the
steered molecular dynamics methodology, the behavior of different formulations of nanocarriers
based on PLA/PLGA encapsulating anti-cancer drugs was explored in order to generate crucial
knowledge for the subsequent design at an experimental level projecting a direct impact on
promoting more effective and less harmful treatments for patients affected by colorectal cancer.
Thus, we were able to propose that at the in-silico level, PLGA over PLA allows a more prolonged
release in time of the charged molecules. In addition, the polymer polyethylene glycol (PEG) was
used to protect the nanoparticle-based on PLA/PLGA, since due to its hydrophobic nature, it is
not possible to incorporate it in aqueous environments. The structures of the drug:PLA/PLGA:PEG
showed a considerable conformational change, expanding their volume after being in an aqueous
environment, which propitiated that the entry of water molecules into the core of PLA/PLGA
would trigger the release of the drug contained by the nanocarrier. Thus, it is expected that the
knowledge generated will help improve existing treatments and, in the same way, the quality of

life of those affected by this disease.



1. Introduccion.

1.1 Cancer.

Existen tantos canceres como tipos de tejidos bioldgicos se conocen. Producto del cancer,
durante sélo el 2018 mas de 9.6 millones de personas murieron (Bray et al., 2018), siendo este
padecimiento la segunda enfermedad mas mortal a nivel mundial, segin datos publicados por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS). El desarrollo de esta afeccion se encuentra
principalmente asociada a una division descontrolada de células cancerigenas, las que logran
eludir los puntos de control del ciclo celular. Este mal funcionamiento es desencadenado por
alteraciones en procesos de replicacién y control de dafios en el material genético (Sudhakar,
2009). En particular, los errores que puedan presentarse en el ADN son de especial interés para
el desarrollo de novedosas investigaciones cientificas, sobre todo en lo que a cancer respecta,
debido a que el ADN es la principal macromolécula encargadas de mantener un entorno biolégico

estable, el que permita un desarrollo correcto de la célula (Friedberg, 2003).

De forma particular, en el sistema de salud chileno solo el cancer colorrectal (CRC) causa la
muerte de 6.2 cada 100000 habitantes por afio (Donoso et al., 2006), destacando que a medida
gue la poblacién envejece, la tasa de mortalidad aumenta al doble (intervalo entre 1983 a 2008)
(zarate et al., 2013). Interesantemente, el CRC ha mostrado ser uno de los canceres que ocupa
una mayor extension en el cuerpo previo a la metastasis (You et al., 2016). Se han reportado dos
causas principales que originan el CRC gatilladas por dos tipos de errores en el material genético:
(1) producto de genes que presentan una inestabilidad cromosdmica, y que a su vez, provoca la
pérdida de copias nativas de los genes, es decir, una pérdida en la heterocigosidad en los genes
gue codifican a supresores de tumores. (2), la deficiencia en la maquinaria proteica involucrada

en reparar y controlar los defectos del ADN (Markowitz & Bertagnolli, 2009).

En la literatura, se ha reportado que existen diversos factores hereditarios como las principales
causas de distintos tipos de cancer, sin embargo, investigadores han logrado distinguir que
adicionalmente existen factores ambientales contaminantes o exdgenos nocivos, que participan

en la proliferacion de células cancerigenas en las personas que sufren este padecimiento (Foulds,



1958). Como se menciond, la caracteristica principal que da origen a la enfermedad es la
presencia de dafo o mutaciones en el material genético (Sherr, 1996). Los genes en el ADN que
provocan esta mortal enfermedad estdn presentes de dos formas: proto-oncogénica y
oncogénicas. Los proto-oncogenes se caracterizan por estar asociados a la maquinaria bioldgica
necesaria que promueve los estados iniciales de la mitosis (Sherr, 1996). Por otro lado, los
oncogenes se definen como los estados mutados de los proto-oncogenes, es decir, estos genes
son responsables de alterar la sintesis de proteinas conocidas como genes supresores de
tumores, que en un estado normal deben regular el normal funcionamiento del ciclo de
reproduccion celular en puntos de control de las etapas G1 y G2s (Sherr, 1996). Las proteinas
generadas por los oncogenes presentan mutaciones en los sitios de regulacion mds importantes
para su actividad normal, perdiendo la capacidad de cumplir sus funciones de restriccion (Pines,

1995).

Las células que expresan dafio o alteraciones en su material genético no logran completar su
proceso de apoptosis o0 muerte celular programada, que sumado a la replicacién descontrolada
producto de genes defectuosos, conlleva a que las células se acumulen formando una masa de
tejido mas conocida como tumor cancerigeno (ver Figura 1). Existen distintos estados en que los
tumores se desarrollan, pasando desde el tejido sano (Figura 1, etapa 0), hasta un tejido
completamente danado en su etapa final (Figura 1, etapa 4), donde el tumor alcanza un gran
volumen, provocando fallos a nivel celular y molecular dentro del organismo. Junto con el
crecimiento descontrolado de células, existe también un gran consumo de recursos y nutrientes
por parte del tejido afectado, impidiendo su normal funcionamiento, generando multiples fallos
a nivel sistémico en quienes presentan este tipo de alteraciones. En un estado avanzado de la
enfermedad, es posible que las células cancerigenas ingresen en el torrente sanguineo
aumentando la probabilidad de expansion del cdncer a otros tejidos del cuerpo, llevando al
paciente a una propagacién del foco canceroso, conocido como metastasis. Bajo esta condicion
se manifiesta un curso irreversible de la enfermedad provocando potencialmente la muerte del

paciente (Markowitz & Bertagnolli, 2009).

Considerando que la expansién del tejido cancerigeno, también aumenta el consumo de
nutrientes para lograr mantener su crecimiento, se ha reportado en literatura, que las células
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cancerigenas consumen altas cantidades de glucosa, aminodacidos y acidos grasos (Argilés &
Azcon-Bieto, 1988). Esto trae como consecuencia la modificacién del ambiente fisiolégico en
torno a las células tumorales, provocando una deficiencia de los nutrientes mencionados en las
cercanias del tumor. Por consiguiente, producto de la metabolizacién acelerada de las células
cancerigenas, se genera una alta cantidad de desechos (principalmente en CO; y acido lactico)
gue propician un ambiente acido alrededor del tumor, beneficiando directamente su crecimiento

(Swietach et al., 2014).

Esé6fago

Higado
ago

Colo

Figura 1. Crecimiento de células cancerigenas. (A) Representacion y localizacion del crecimiento de un
tumor colorrectal.(B) Etapa O corresponde a tejido sano, etapa 1y 2 comienzo de formacién del cancer,
en etapa 3 masa de células cancerigenas avanzada y en etapa 4 tumor rodea vasos sanguineos y nodos

linfaticos con riesgo de alcanzar otros érganos (Imagen adaptada de Cisterna et al., 2016).

1.2 Tratamientos contra el cancer.

Cémo el cancer es una enfermedad que afecta a una gran cantidad de personas a nivel

mundial, se ha motivado constantemente el desarrollo de nuevos tratamientos quirdrgicos y



paliativos para tratarlo, y asi mejorar la calidad de vida de pacientes con este padecimiento. Entre
los registros de la lucha contra el cancer existen procedimientos quirdrgicos rudimentarios desde
la época de los egipcios, pasando por diversas teorias sobre esta enfermedad, las que han
avanzado significativamente en la generacidn de nuevo conocimiento para enfrentarla. En la
actualidad, es posible extraer tumores mediante cirugias rutinarias, como también el uso de
tratamientos de quimioterapia para frenar el avance y propagacion de diversos tipos de cancer

(Sudhakar, 2009).

Entre los distintos tratamientos contra el cancer existen 3 focos principales: la cirugia (1), la
radioterapia (2) y la quimioterapia (3), los cuales se emplean seguin el estado de avance y
complejidad de la enfermedad en cada paciente. La cirugia (1) es la primera aproximacidn que se
trabaja en muchos tipos de cdncer, la cual consiste en extirpar el carcinoma (tumor cancerigeno)
con el objetivo de eliminar la mayor cantidad de células alteradas (Sullivan et al., 2015). El
tratamiento mediante radioterapia (2) consiste en aplicar radiacién, generalmente a través de
rayos-X de distintos niveles de energia sobre el drea afectada, con el fin de alterar directamente
el material genético de las células cancerigenas restantes, provocando la reduccién del tejido
tumoral y favorecer la recuperacién de células sanas circundantes (Holsti, 1995). Finalmente, la
guimioterapia (3) se basa en la aplicacidon de distintos farmacos antitumorales para frenar la
replicacion celular y/o eliminar las células dafiadas. Sin embargo, el uso de quimioterapia
intravenosa también genera un dafio en células sanas, alterando de manera considerable la

calidad de vida del paciente durante el tratamiento(Bosset et al., 2006; Nygren, 2001).

En cuanto a estos 3 focos de tratamiento, la quimioterapia si bien es un método efectivo,
lamentablemente lleva consigo una serie de efectos secundarios asociados, dentro de los cuales
se destacan: disminucidon en conteo de distintos tipos de células sanguineas (hemoglobina o
leucocitos), problemas gastrointestinales (ndusea, vomitos o diarreas), afecciones respiratorias,
problemas cutdneos (pérdida de cabello o descamacidn), fallas cardiacas (arritmias o taquicardias
ventriculares), problemas de neurotoxicidad y nefrotoxicidad (Miller et al., 1981). En particular,
la nefrotoxicidad estd relacionada con dafios renales provocados por la ingesta de
medicamentos, y es variable segln los distintos tipos de farmaco y el origen que posean. Un caso
importante son los farmacos provenientes del gas mostaza o los resultantes de metales como el
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platino que son utilizados en quimioterapia, dentro de los cuales se encuentran distintos
derivados como el carboplatino, oxaplatino y el cisplatino, dado que son compuestos complejos
de metabolizar (Arany & Safirstein, 2003). Por lo tanto, la busqueda de nuevas tecnologias que
puedan reemplazar o disminuir los efectos secundarios producto de la quimioterapia, es un area
de tendencia en el mundo cientifico, donde existe un amplio desarrollo y necesidad en el campo

biomédico.

Actualmente, en el mercado de productos farmacéuticos existen distintos fdrmacos con un alto
efecto antitumoral, tales como 5-fluorouracilo e irinotecan (Fig. 2D y 2C, respectivamente). En el
caso de 5-fluorouracilo es un derivado de uracilo, que le confiere una gran capacidad de
interactuar tanto con el ARN como el ADN. Este fdrmaco, también ha mostrado gran capacidad
de promover la apoptosis de células tumorales, aunque también puede causar una alta toxicidad
en el cuerpo, producido principalmente por un grave dafio causado en el material genético
transcrito en células sanas (Longley et al., 2003). Por otro lado, irinotecan, molécula menos
hidrofébica que 5-fluorouracilo pero igualmente poco soluble (Qu et al., 2020), logra detener el
crecimiento celular a través de un mecanismo de acciéon basado en la unién a la proteina ADN
topoisomerasa |, lo que genera una interferencia en el funcionamiento de la enzima, y por
consecuencia evita la replicacién del ADN dafiado en el ciclo celular (Wiseman & Markham,

1996).

A pesar de los prometedores beneficios mostrados por estos farmacos, su baja solubilidad y en
especial sus efectos secundarios son los principales obstaculos para ser utilizados, siendo uno de
los principales objetivos el desarrollar nuevos métodos de administracidn para un uso seguro de
las distintas drogas disponibles. Dentro de la busqueda de nuevos enfoques prometedores que
permitan la reduccién de efectos colaterales, se encuentra el uso de nanotecnologia dado el gran
éxito de su uso en distintas terapias. La aplicacién de este tipo de tecnologia permite el uso de
nanoparticulas (NP) de distintos materiales como transportadores de droga, evitando la libre
circulacion de las drogas en el torrente sanguineo, dado que al ir inmersas en la NP disminuyen
los efectos no deseados sobre células sanas, ademads de permitir una entrega localizada de los

farmacos y tiempos de liberacién prolongados.
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Figura 2. Moléculas utilizadas como farmacos anticancerigenos y para marcar cancer colorrectal. (a)
Rodamina, (b) Irinotecan y (c) 5-Fluorouracilo. En los tres casos se observan en azul claro los atomos de
carbono, en rojo los atomos de oxigeno, en azul oscuro los atomos de nitrégeno, en blanco los &tomos de

hidrégeno.

1.3 Nanomedicina.

En cuanto a nuevas dreas que muestran ser una prometedora alternativa para combatir
distintos tipos de enfermedades incluyendo obviamente el cdncer, se encuentra Ia
nanomedicina, campo de la medicina que mediante el uso de la nanotecnologia ha permitido la
comprensién del mundo microscdpico, logrando analizar problemas a escalas métricas cada vez
mas reducidas. La nanotecnologia agrupa distintas disciplinas de la ciencia para manipulary crear
estructuras de tamafio nanométrico (1x10° m) (Baker et al., 2009). Una rama principal de la
nanotecnologia es la nanomedicina, que presenta como objetivo central el estudio, disefio y uso
de elementos tecnoldgicos de tamafio nanométrico para afrontar problemas bioldgicos vy

aplicarlos en el campo médico o clinico (Baker et al., 2009). Dentro de este gran campo de
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estudio, se distinguen tres principales areas de la nanomedicina: bioimagen (1), desarrollo de

farmacos (2) y sistema de administracion de farmacos (3) (Baker et al., 2009; Kim et al., 2010).

La bioimagen, es una de las areas de desarrollo mas importante de la nanomedicina, que
mediante el uso de marcadores moleculares por medio de fluorescencia obtiene imagenes de
alta definicion de tejidos especificos (Jin et al., 1969). Dentro de este marco, apuntando a
tratamientos para el cancer, la identificacion de tejidos afectados se logra por medio del uso de
fluoréforos o nanocristales (Jin et al., 1969). En este caso, los fluoréforos permiten seguir y
cuantificar la entrega de farmacos en tejidos contagiados. Un ejemplo en fluorescencia es el uso
del fluoréforo anfipatico rodamina B (Polat et al., 2011), el cual pertenece a la familia de los
fluoréforos aminoxantenos (Yova et al., 2000). Estos aminoxantenos y sus derivados tienen como
mecanismo principal interactuar con la mitocondria de células tumorales para generar un
marcaje distinto entre las células sanas y enfermas (Bunting et al., 1989). Por otro lado, un
mecanismo en desarrollo para el marcaje de tumores y observar sus limites en el tejido sano
sobre el que se desarrolla, son los quantums dots o “puntos cudnticos”, definidos como
materiales conductores que a diversos tamafios presentaran distintos colores (Kawasaki &
Player, 2005). Al contrario de fluoréforos como la Rodamina B, los puntos cuanticos no generan
respuesta toxicoldgica, lo que permite utilizarlos de forma mas segura para el marcaje de tejidos
tumorales. De esta forma, el desarrollo de farmacos con fines de tratamientos médicos e
identificacion de tejidos altamente especificos es un gran nicho de desarrollo que la nano-

ingenieria podria potenciar y mejorar (Kawasaki & Player, 2005; Kim et al., 2010).

En nanomedicina, el desarrollo de sistemas de administracidon controlada de medicamentos se
centra en mejorar las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas en distribucién de
farmacos, orientando la disminucidn de toxicidad, aumento de la eficiencia y especificidad en Ia
entrega del medicamento al blanco terapéutico (Allen & Cullis, 2004). Entre los
nanotransportadores de farmacos mas utilizados en la actualidad, se encuentran las NP metalicas
de materiales como oro y plata (Figura 3A), micelas (Figura 3B), dendrimeros (Figura 3C),
nanotubos de carbono (Figura 3D) y distintos polimeros que se ensamblan espontaneamente
para formar un nucleo que contendra el farmaco (Figura 3E) (Lombardo et al., 2019). Mas en
detalle, las NP poliméricas tienen un particular interés para nosotros, por lo que seran el foco
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central de este estudio. Uno de los principales problemas para esta clase de NP es el
desconocimiento de las reacciones que desencadena el cuerpo sobre ellas una vez administradas
al paciente. Uno de los métodos mas utilizados para manipular la biocompatibilidad y control
hacia la diana bioldgica es afiadir una cobertura adicional a los nanotransportadores. Esta capa
externa consiste en crear un complejo entre polimero-farmaco que se encuentren revestidas por

elementos biocompatibles tales como: péptidos, proteinas o polimeros (Adabi et al., 2017).
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Figura 3. Tipos de nanoparticulas utilizadas con fines biomédicos. (a) Nanoparticula de metal, (b)
dendrimeros (PAMAM), (c) micelas, (d) nanotubo de carbono, (e) esquema de una nanoparticula

polimérica.

En particular, la Figura 3E muestra una representacién computacional de una NP polimérica,
generada al auto ensamblar cadenas de polimeros en bloque, logrando asi una particula con
geometria pseudo-esférica. Las NP poliméricas estdn cominmente compuestas por un nucleo

hidrofébico que es capaz de auto-encapsular distintos tipos farmacos por efecto de su polaridad
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(Kamaly et al., 2012). De este modo, las moléculas transportadas (farmacos o fluoréforos)
pueden ser tanto hidrofilicas como hidrofébicas a fin de favorecer su encapsulamiento, como
también su liberacién. Son estas diferencias quimicas de los farmacos, las que permiten estudiar
y entregar combinaciones mas eficientes ante la seleccidn del polimero a utilizar para su
transporte. Adicionalmente, este nucleo polimérico (figura 3E) se puede recubrir por una capa
de un polimero diferente, usualmente biodegradable con caracteristicas hidrofilicas, como por
ejemplo PEG (polietilenglicol) (Yang et al., 2006). Otras caracteristicas de las NP poliméricas son
su gran biocompatibilidad, baja toxicidad y un gran tamafio que permite cargar los nucleos
hidrofébicos con mds de un farmaco a la vez (Kamaly et al.,, 2012). Adicional a esto, las NP
poliméricas son objeto de interés para su uso en quimioterapia, gracias a que cumplen con las
principales propiedades a considerar para el disefio de NP transportadoras, que es contar con
una liberacién controlada del fdrmaco sobre la diana bioldgica, siendo una de las caracteristicas
mas utilizadas el gatillar la descarga de los farmacos a través de un cambio conformacional en la
nanoparticula al detectar condiciones fisioldgicas caracteristicas del entorno de células
cancerigenas. De esta forma, la liberacion del farmaco se realizara al identificar este estado
particular en torno a células cancerigenas tales como el pH o por la interaccidn especifica de la

NP con proteinas de reconocimiento (Lombardo et al., 2019).

En la Figura 4, se representan (a) Acido poli lactico (PLA) y (b) acido poli lactico-co-glicélico (PLGA),
ambos son polimeros hidrofébicos biodegradables y provenientes de recursos renovables
(Matsumoto etal.,, 1997). La estructura de estos polimeros esta basada en repeticiones
monoméricas que componen los nucleos hidrofobicos de una NP polimérica, y cdmo ya se ha
descrito, PLA y PLGA poseen una alta compatibilidad con el ambiente fisiolégico humano,
explicado en su composicidon de dtomos de carbono y oxigeno (Matsumoto et al., 1997). Asi, la
composicién quimica de los polimeros PLA y PLGA, confiere una baja toxicidad y una eficiente
metabolizacién. Por ejemplo, en un medio acuoso las cadenas de polimeros son hidrolizadas y
luego metabolizadas por el cuerpo como acido lactico en el caso de PLA. El mismo proceso ocurre
con PLGA que suma acido glicdlico en su proceso de metabolismo (Bee et al., 2018; Elsawy et al.,
2017). Los desechos generados por la hidrdlisis de PLA y PLGA es su principal desventaja, ya que

producen acumulacién de acidos, disminuyendo el nivel de pH de ambientes bioldgicos que
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deberian ser constantes y especificos (Bee et al., 2018; Elsawy et al., 2017; Lombardo et al.,

2019).

Se ha reportado que PLA y PLGA se autoensamblan en nucleos nanométricos caracterizados por
la acumulacién de polimeros, los cuales son consecuencia de multiples interacciones hidréfobas
entre las distintas cadenas de polimeros (Kamaly et al., 2012). De forma complementaria, se ha
reportado que los nucleos poliméricos poseen una alta capacidad de encapsular farmacos en
cavidades intersticiales. Sin embargo, ain no se ha reportado el mecanismo exacto por el cual
los farmacos se mantienen en interaccién con los polimeros (Matus etal.,, 2018).
Interesantemente, si bien el objetivo biolégico de este transporte de farmacos es disminuir
efectos secundarios, como también controlar el periodo de aplicacién (liberacidon controlada) de
las moléculas de interés, aumentando también la capacidad terapéutica del medicamento (Yang
et al., 2006; You et al., 2016), este tipo de nanotransporte permite facilitar la administracién de
moléculas de accién antitumoral que presentan una baja solubilidad (Narvekar et al., 2014),

permitiendo contar con un espectro mayor de farmacos para su uso terapéutico.
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Figura 4. Representacion estructural de nanoparticulas PLA, PLGA. (a) Cadena de acido poli lactico de 20
mondmeros. (b) Cadena de acido poli lactico-co-glicdlico de 10 mondmeros de cada segmento de acido
lactico y glicdlico.
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En relacion a trabajos con PLA y PLGA, estudios demuestran que fluoréforos como la Rodamina
B y sus derivados, al conjugarse con NP poliméricas como PLGA, son capaces de marcar
selectivamente las células cancerigenas (Essa etal., 2011). La deteccion de fluordforos
aminoxantenos se realiza con luz irradiada hacia el tejido con un rango de onda entre 510-560
nanémetros (Gryparis et al., 2007). De la misma manera, se ha reportado la efectividad del uso
de NP poliméricas en quimioterapia, en especifico el uso de PLA y PLGA transportando cisplatino
(Matsumoto et al., 1997). De forma similar, a fines de la década del 90 se estudid la carga de una
droga en base a platino, la cual se realiz6 con NP de PLA conjugado a PLGA. Los resultados
demostraron la exitosa encapsulacién de cisplatino, en la cual la droga se mostraba en mayor
concentracion en las zonas ricas en PLGA y marcé un tiempo de liberacion de 45 dias in
vitro (Matsumoto et al., 1997). Posteriormente, se demostré el uso de las NPs PLA/PEG-cisplatino
como potencial tratamiento contra células cancerigenas, debido a que permiten una
administracion controlada del farmaco gracias a que la NP libera la droga en entornos acidos.
(Aryal et al., 2010). Por otro lado, se ha observado que nanotransportadores reducen la toxicidad
del fdrmaco y aumentan la apoptosis celular del tejido enfermo, gracias a la reduccién de
moléculas libres de la droga presentes en el organismo del paciente, concentrando su liberacion
en las células en torno a las cancerigenas (Gryparis et al., 2007; Moreno et al., 2008). Estos
estudios permiten tener mejor entendimiento de cémo trabajan in vivo e in vitro las NPs, sin

embargo, el mecanismo estructural y fisicoquimico adn no es completamente entendido.

Debido a la facil metabolizacidn de los polimeros en nucleos hidrofébicos de las NPs, es de
importancia mencionar que, por medio de la combinacién de distintos polimeros, se obtiene una
proteccién adicional frente a ataques del sistema inmune y permite una degradacion de la NP
retardada (Yang et al., 2006). Uno de los polimeros cominmente utilizados en la capa exterior
(hidrofilica) de las NP poliméricas es polietilenglicol (PEG), el cual al afiadirse a la NP y recubrir el

nucleo hidrofébico, mejora la estabilidad estructural del nanotransportador (Yang et al., 2006).

Las propiedades previamente discutidas de PLA y PLGA han mostrado ser potenciadas al ser
conjugadas con PEG, el cual les confiere un gran potencial para aplicaciones contra distintas
enfermedades, incluido el cancer colorrectal. También, ha sido reportado que PEG facilita la
encapsulacion de farmacos en polimeros, y adicionalmente, al afiadir una capa externa de este
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polimero el nucleo de la NP mejora las interacciones nano-bio en el organismo en términos de
aumentar la vida media de los farmacos y disminuir su eliminacién por el sistema fagocitico
mononuclear que protege al organismo (Betancourt et al., 2009; Essa et al., 2011; Yang et al.,
2006). Se ha demostrado que la manipulacion de los grupos funcionales en los terminales de las
cadenas de PEG hace mas eficiente el transporte y la liberacion del farmaco, debido a que la
presencia de estos grupos terminales provoca una respuesta distinta a los ambientes bioldgicos
presentes en el organismo, un ejemplo de esto es la deteccion células tumorales por medio de la
interaccidn de grupos con proteinas sobre expresadas (Betancourt et al., 2009). Adicionalmente,
las NPs co-poliméricas funcionalizadas no solo han demostrado la entrega sitio dirigida de
farmacos, sino que también permiten reconocer células o tejidos tumorales, mediante el
transporte de fluordforos y/o marcadores moleculares. Por consecuencia, se ha logrado detectar
los margenes fisiolégicos precisos de los tumores cancerigenos permitiendo orientar una
extraccidn exitosa a través de cirugias (Jin et al., 1969). Por otro lado, gracias a la modificacién
de los grupos terminales de estos polimeros, ha sido posible controlar el sistema de liberacion de
sustratos (fluoréforos o farmacos) cargados en las NPs (Argilés & Azcdn-Bieto, 1988). Tanto en el
ambiente extracelular como en el intracelular de los tejidos cancerigenos, presentan una alta
incidencia de acidez, producto de la proliferacién celular y angiogénesis del tejido (Izumi et al.,
2003), siendo las diferencias de pH en ambos medios celulares, los principales indicadores para
la liberacidn controlada de las moléculas de interés. Considerando estos parametros, es que se
podrian disefiar NPs con la capacidad de liberar farmacos de forma autocontrolada y gatilladas
por diferencias en la acidez del ambiente fisiolégico, una caracteristica clave para la deteccidn de

enfermedades como por ejemplo el cancer (Aryal et al., 2010; You et al., 2016).

La nanomedicina tiene proyecciones prometedoras, que gracias al avance en la aplicaciéon de
nuevas tecnologias computacionales en el estudio del disefio de nanotransportadores y nuevos
farmacos, es asi como gracias a técnicas como dinamicas de simulacion molecular permiten el
estudio in-silico de NP y distintos materiales para la entrega dirigida de farmacos (Maleki et al.,
2021). Estas herramientas que a través del modelado tanto de sistemas de transporte como de
sus entornos bioldgicos, entregan detalles de comportamientos fisico quimicos y la respuestas

gue tienen los nanotransportadores a distintas condiciones del organismo.
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Ante todos los antecedentes expuestos anteriormente, y con el fin de caracterizar las principales
interacciones moleculares existentes entre el polimero PLA y el co-polimero PLGA al encapsular
farmacos antitumorales, durante la presente memoria de titulo se utilizaron técnicas de
simulacién molecular y calculos de potencial de fuerza para explorar el comportamiento de
Rodamina B, Irinotecan y 5-Fluorouracilo (ver Figura 2) y asi entender la naturaleza de las
interacciones entre los farmacos y nanopolimeros. De esta manera se espera aportar con valiosa
informacién a nivel atémico sobre los tipos de enlaces/interacciones que forman y mantienen los
complejos polimero-farmaco, lo cual permitird un futuro desarrollo de nuevas y mejoradas NP

transportadoras de drogas anticancerigenas.
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2. Hipotesis

Tomando en consideracion los antecedentes expuestos anteriormente, nosotros hipotetizamos
que: “Nanoparticulas formuladas con el copolimero PLGA cargan de forma mas eficiente
farmacos antitumorales menos hidrofdbicos (anfipaticos) que el polimero PLA, permitiendo asi
una liberacién mas prolongada de drogas en ambientes acidos que rodean a células

cancerigenas.”

3. Objetivos

3.1 Objetivo General

Estudiar el proceso de asociacién/disociacion entre farmacos que impiden la proliferacion
tumoral y polimeros biodegradables/biocompatibles mediante el uso de dindmicas moleculares
clasicas, calculos de energia libre y campos de fuerza reactivos, para su utilizacidn en el desarrollo

de sistemas de liberacién de farmacos basados en nanoparticulas poliméricas.

3.2 Objetivos especificos

=

Modelar y equilibrar nanopolimeros de PLA y PLGA utilizando campos de fuerza reactivos.

2. Generar nanoparticulas de nano-polimeros y un grupo de 3 farmacos (Rodamina B,
Irinotecan y 5-fluorouracilo) con diversas caracteristicas a través de ReaxFF

3. Estimar la afinidad energética de distintos farmacos antitumorales por nanoparticulas

poliméricas a través de la metodologia SMD y caracterizar estructuralmente los sitios de

mayor afinidad de los farmacos.

4. Explorar la degradacién y liberacién de drogas encapsuladas en solvente explicito

mediante dindmica molecular clasica.
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4. Materiales y métodos.

Para llevar a cabo los objetivos de la presente memoria de titulo, se planted el uso de un
grupo de metodologias de simulacion molecular, incluyendo el uso de campos de fuerza clasicos
y reactivos, que seran la base para la formulacién de los complejos de polimero-farmaco.
Complementariamente, se desarrollaron dindmicas del tipo SMD para determinar la afinidad en
los complejos creados con anterioridad. Ademas, se evaluaron estructuralmente los complejos
con mejores valores energéticos para caracterizar las interacciones mds importantes generadas
entre el nanotransportador (NP polimérica) y los farmacos seleccionados. Finalmente se explord

en la degradacién de las NPs ante un medio acuoso mediante dindmica molecular cldsica.

Las simulaciones de dindmica molecular (DM) permiten modelar sistemas bioldgicos y estimar su
comportamiento en el tiempo, utilizando ecuaciones del movimiento Newtoniano para evaluar
el movimiento en el tiempo de moléculas que se encuentran interactuando. Adicionalmente, las
dindmicas moleculares permiten observar el comportamiento de sistemas bajo distintas
condiciones iniciales, controlando presién, temperatura, volumen o nimero de atomos, al mismo
tiempo permite conocer dimensiones de los sistemas simulados como energia libre, entropia o
trabajo. Esto permite ser un puente entre la teoria y el experimento (Durrant & McCammon,

2011; Hansson et al., 2002).

Obtener estructuras 2 Preparar sistemas 3 Ejecutar dinamicas Andlisis de
tridimensionales iniciales moleculares trayectorias
- Molview -Packmol - LAMMPS - Programacion de scripts
- Openbabel -VMD, Topotools - NAMD

. Archivos de coordenadas . Archivos de entrada para Datos a nivel molecular

. Trayectorias de los

sistemas con
nanoparticulas

de polimeros y drogas LAMMPS de nanoparticulas

poliméricas

Figura 5. Esquema que describe el protocolo de dindmica molecular a implementar. Se muestran las

principales etapas de preparacion, ejecucion y andlisis de dinamicas moleculares. De igual manera, se
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mencionan las herramientas computacionales para lograr cada paso. Finalmente, se ejemplifica el

resultado a obtener en las distintas etapas.

4.1. Modelar y equilibrar nanopolimeros de PLA y PLGA utilizando campos de fuerza reactivos.

Si bien, las simulaciones de DM con campos de fuerza cldsicos es un area que se ha
desarrollado durante afios y es un método ampliamente probado (Best etal., 2012;
Vanommeslaeghe et al., 2010) este tipo de simulaciones sélo se limita a estudiar el cambio
estructural a lo largo de un determinado tiempo. Es aqui, donde el uso de nuevos campos de
fuerza puede ayudar a generar informacion mas detallada del comportamiento fisico-quimico de
distintos sistemas. Los Campos de Fuerza Reactivos (ReaxFF) (Senftle et al., 2016), permiten
lograr este objetivo realizando una estimacién de distancias y angulos para todos los pares
atdmicos en cada paso de simulacién, evaluando asi el orden de enlace de cada par atémico y
por lo tanto, permite romper como formar nuevos enlaces, lo cual no es posible calcular en

métodos clasicos de DM (Senftle et al., 2016).

Los campos de fuerza ReaxFF han demostrado tener éxito en varios estudios pasados, como por
ejemplo en el desarrollado por Matus y colaboradores en el afio 2018 (Matus et al., 2018),
estudio que devela el comportamiento estructural de los polimeros en la formaciéon de NPs con
PLA a través de campos de fuerza reactivos. Como resultado de la investigacion realizada, se
evidencia que las interacciones entre polimeros son del tipo electrostatica, sin embargo, debido
al gran costo computacional que implica estos estudios, no fue posible aplicar ReaxFF para
caracterizar las interacciones entre el ndcleo hidrofébico y el farmaco estudiado. De una manera
similar se ha utilizado ReaxFF para investigacion en biomedicina, pero aplicado a otros casos de
estudio, por ejemplo, en el trabajo de Douglas-Gallardo y colaboradores el afio 2017 (Douglas-
Gallardo et al., 2017) donde se utilizé ReaxFF, para estudiar los efectos de la oxidacion en las
propiedades plasmonicas en nanoclusters de aluminio. Dado lo expuesto sobre ReaxFF, en una
primera etapa, se crearon los nucleos hidrofébicos de las NP poliméricas usando dindamicas
moleculares bajo el esquema de campos de fuerza reactivos. Para cumplir con lo mencionado, se

utilizé el protocolo esquematizado en la Figura 5.

22



4.1.1 Preparacion de la estructura tridimensional de complejos polimeros- farmacos y

verificacion de estados de protonacion.

Se determinaron las estructuras moleculares de las unidades monoméricas de los
polimeros PLA y PLGA (Figura 4), como también la estructura quimica de los farmacos: Rodamina
B, 5-Fluorouracilo e Irinotecdn (Figura 2), empleando la plataforma web Molview (Bergwerf,
2015). Molview es una herramienta para la obtencion de estructuras tridimensionales de forma
facil, eficiente y gratuita a través de una plataforma web (Steinbeck et al., 2003). En detalle, las
cadenas poliméricas de PLA se conforman por cadenas de 20 mondémeros de acido lactico,
mientras que para PLGA contienen 10 mondmeros de acido lactico de forma continua y luego 10
mondmeros de acido glicélico. A partir de las cadenas obtenidas tanto de PLA como de PLGA, se
manipuld y ajusté el formato de los archivos de coordenadas con el software OpenBabel (O’Boyle

et al.,, 2011).

Se determind el estado de protonacion de cada una de las moléculas en estudio (PLA, PLGA,
Rodamina B, 5-Fluorouracilo e Irinotecdn) en todo el rango de pH utilizando el software
MarvinSketch (Csizmadia, 1999). MarvinSketch, utiliza la estructura bidimensional de cada droga
para estimar la probabilidad de encontrar a las moléculas en diferentes estados de protonacién
(cargadas o neutras) por medio de un cdlculo de pKa. De esta manera, sera posible seleccionar el
estado de protonacién de cada molécula para realizar las simulaciones de dinamica en un pH

acido, imitando al ambiente acido que rodea a células cancerigenas

4.1.2 Creacion de configuraciones iniciales de sistemas empacados.

Para estudiar el empaquetamiento de los distintos polimeros y con el fin de crear modelos
manejables por los recursos computacionales disponibles (en una escala de relacién aproximada
de 1:10 contra las NPs a nivel experimental (Locatelli & Comes Franchini, 2012), se dispusieron

10 cadenas de polimero (20 mondmeros cada uno) por cada nucleo utilizando el software
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Packmol (Martinez et al., 2009). La disposicion de estas cadenas fue determinada aleatoriamente
en el espacio de trabajo predeterminado. Para obtener las configuraciones iniciales
representativas de la formacién de los nucleos hidrofébicos, y con el fin de asegurar
completamente que un nanotransportador no interactla consigo mismo por las condiciones de
contorno periddicas propias de la simulacién molecular. Para ello, se fijé un espaciado de 60 A3
tanto para PLA como PLGA. De esta manera, la NP formada estard ubicada en un espacio lo
suficientemente ancho respecto a los bordes de la caja del sistema durante las simulaciones
moleculares. Adicionalmente, con el fin de determinar la distribucién éptima de polimeros para
un ensamblado eficiente, se establecieron distintas distancias interpoliméricas iniciales entre
cadenas (2, 3,4,5,6,7,8,9y 10 A), para en una etapa posterior facilitar el ensamble en conjunto

con farmacos.

4.1.3 Ejecucion de dinamica molecular con campo de fuerza reactivo para los polimeros

PLAy PLGA.

Se utilizé un enfoque de dindmica molecular, bajo la parametrizacidon de campos de fuerza
reactivos, para explorar el modo de unién y ensamblado estructural de cadenas poliméricas de
PLA y PLGA. Para este propdsito, se usé el software LAMMPS (Thompson et al., 2022) el cual
permite realizar tanto simulaciones atomisticas de gran escala, como también la integracién de
esta clase de campos de fuerza (Aktulga et al., 2012). Dado lo anterior, en una primera etapa se
emplearon simulaciones con campo de fuerza reactivo, ya que, permiten estudiar la formacién y
ruptura de enlaces, especialmente en sistemas poliméricos en los cuales no existen datos claros
gue demuestren la naturaleza de estas interacciones (electrostaticas o covalentes). Producto de
lo mencionado, el uso de LAMMPS en simulaciones de campos de fuerza reactivos se respalda en
el interés de entender la naturaleza de las interacciones involucradas en la formacién de nucleos
hidrofébicos y su interaccion con fdrmacos antitumorales. Adicionalmente, esta metodologia ha
mostrado un buen rendimiento entre detalle de interaccion y tiempo de simulacion en

comparacidon con métodos similares o cuanticos. Tal como describen sus desarrolladores, esta
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tipo de campo de fuerza estd especialmente orientado al desarrollo y caracterizacién de

nanomateriales como polimeros (Senftle et al., 2016).

Inicialmente, los sistemas moleculares se ensamblaron utilizando el software VMD (Humphrey
et al., 1996), en el cual mediante la herramienta Topotools (Axel Kohimeyer et al., 2020) se asignd
la topologia de cada molécula, es decir, los tipos de atomos, enlaces, masas y cargas tanto de los
polimeros cdmo de los farmacos antitumorales involucrados en este estudio. La construccion de
los sistemas poliméricos se realizd siguiendo el protocolo planteado por Matus y colaboradores
(Matus et al., 2018). En concreto, se prepararon 9 sistemas considerando dos tipos de polimeros
(PLA y PLGA) a distintas distancias iniciales (entre cada cadena de polimero). Por otro lado, para
favorecer el empaquetamiento de los nucleos hidrofdbicos, se dio uso a un potencial de solvente
implicito, replicando de esta forma las condiciones experimentales sin un costo excesivo en el
nimero de atomos del sistema (no se agregan los dtomos de solvente correspondientes al
sistema). Cabe destacar, que en base a simulaciones previas, se han reportado resultados donde
los polimeros usados son hidrolizados al tener contacto con moléculas de agua (Dasgupta et al.,
2020; Mlyniec et al., 2016). Por tanto, se descarta el uso del esquema de moléculas de agua como
solvente explicito. Por consecuencia, con el objeto de disefiar un protocolo de simulacion
molecular eficiente en el cual se pudiesen abordar las simulaciones de los complejos polimeros-
farmacos implicados, se ejecutaron dinamicas del tipo Langevin (Diinweg & Paul, 1991), donde
cuya caracteristica principal es el uso de solvente implicito imitando la viscosidad que entrega un

solvente.

Con la finalidad de identificar las conformaciones de minima energia de los nucleos poliméricos,
a cada sistema se le aplicd una minimizacién por 5000 pasos utilizando un algoritmo de gradiente
conjugado de Polak-Ribiere (Grippo & Lucidi, 1997) en una dindmica molecular del tipo Langevin
donde se aplicé un coeficiente de friccion de 30 ps™. Adicionalmente, para controlar la
temperatura durante las simulaciones se utilizé un termostato de Langevin (Pastorino et al.,
2007) para mantener la temperatura del sistema a 310° K. A razén de que el uso de dindmicas
Langevin en el software LAMMPS no permite la integracion del tiempo, se debe aplicar un
ensamble termodindmico microcandnico, que permite mantener constante el nimero de
particulas, volumen y la energia para actualizar las velocidades y posiciones de los atomos
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(Grgnbech-Jensen, 2020). Finalmente, se equilibré cada sistema por 0,5 nanosegundos y se
ejecutd un tiempo de produccién de 4,5 nanosegundos, empleando un tiempo de integracidn de

1 femtosegundo (fs).

4.1.4 Anadlisis de la estructura de los nticleos de polimeros.

Para asegurar y comprender el proceso de empaquetamiento de los nucleos poliméricos,
se analizaron las trayectorias de dinamica molecular obtenidas de las NPs en ausencia de
farmacos. De esta manera se analizé el radio de giro de los nucleos para evaluar el grado de
esfericidad de las NPs, permitiendo determinar también el grado de compactacion de los nucleos

hidrofdbicos.

4.2. Evaluar los complejos nanoparticulas-farmaco de polimeros PLA Y PLGA con el grupo de

tres farmacos (Rodamina B, Irinotecan y 5-fluorouracilo) a través de ReaxFF.

Se evalué el empaquetamiento y la capacidad de carga de farmacos en cada NP
polimérica, se crearon los complejos de polimeros de PLA y PLGA, encapsulando Rodamina B, 5-
Fluorouracilo e Irinotecan de forma independiente con ambos polimeros a distintas

concentraciones (18 complejos en total).

4.2.2 Creacion complejos iniciales de polimero-farmaco.

A partir de las estructuras obtenidas en el punto 4.1.1, se crearon las configuraciones
iniciales de los complejos polimero-farmaco con el software Packmol (Martinez et al., 2009). Para
las moléculas Rodamina B, 5-Fluorouracilo e Irinotecan se establecieron distintos sistemas
iniciales con una relacién cadenas de polimero-farmaco de 10:1, 10:2 y 10:3 (18 sistemas

iniciales). Lo anterior, corresponde a la evaluacidn de la capacidad de carga de cada polimero
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frente a distintas cantidades de droga. Los sistemas anteriores estaran confinados en una caja
ficticia y periddica de 100 A3. Adicionalmente, con el plugin topotools (Axel Kohlmeyer et al.,
2020) se asignaron las cargas correspondientes a los distintos estados de protonacién obtenidos

en el punto 4.2.1.

4.2.3 Ejecucion de simulaciones de dinamica molecular de los complejos polimero-

farmaco con ReaxFF.

Con el fin de comparar el encapsulamiento estructural de los farmacos estudiados dentro
del nudcleo hidrofébico de las NPs poliméricas, se establecieron las mismas condiciones de
solvente implicito descritas en el punto 4.1.4. Cada sistema polimero-farmaco (18 sistemas
totales) fue sometido a 5000 pasos de minimizacién, 1 ns de equilibrado y finalmente 4 ns de
produccién para la recoleccién de datos de la trayectoria de dinamica molecular. Todo lo
anterior, utilizando el esquema de campos de fuerza reactivos bajo la misma configuraciéon
mencionada anteriormente, implementada en el software LAMMPS. Este tipo de simulacién nos
permitié entender la naturaleza de la interaccién polimero-farmaco, ademas de estimar la
cantidad de droga que puede ser encapsulada ante distintos estados de protonaciéon de los

nanopolimeros.

4.3. Estimar la afinidad energética de los complejos nanoparticula-farmaco utilizando la

metodologia SMD y caracterizar estructuralmente los sitios de mayor afinidad de los farmacos.

Con el fin de establecer un ordenamiento de afinidades intermoleculares entre las NPs
(PLA/PLGA) y los farmacos (Rodamina B, 5-Fluorouracilo e Irinotecan), se ejecutaron célculos de
dinamica molecular dirigida (Steered molecular dynamics, SMD), método que se representa en la
Figura 6. En detalle, SMD puede explicarse en términos del desplazamiento de una molécula
desde un sitio de unidn, en este caso desde el nucleo polimérico, hasta un medio externo (medio

acuoso). Es pertinente destacar que la distancia que recorre la molécula de interés en SMD, debe
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ser suficientemente grande para alcanzar una diferencia en donde no existan interacciones de
ningun tipo con el ndcleo hidrofébico. Asi, durante este proceso de desplazamiento se registran
todas las fuerzas involucradas en la unién del ligando con la estructura de la NP, mientras se

conserva una velocidad de movimiento constante.

La metodologia SMD permite explorar conformaciones estructurales que no son observables en
una dindmica molecular clasica, en donde a diferencia de simular los posibles estados energéticos
de un sistema basado en la naturaleza de las 4&tomos presentes, en este tipo de simulaciones se
obliga a una molécula a recorrer una coordenada de reaccion determinada, forzando al sistema
(polimero-farmaco) salga de su equilibrio conformacional permitiendo encontrar nuevos
minimos y maximos de fuerza, relacionados a distintas afinidades moleculares dentro de cada
complejo. Consecuentemente mediante la aplicacion de esta metodologia es posible obtener un
estimado de la energia libre de unidén (AGyind) considerando la igualdad de Jarzynski. Esta
ecuacion (Ecuacion 1), relaciona la diferencia de energia libre entre dos estados. Este calculo es
estimado a través de la fuerza y el trabajo irreversible de transportar una molécula entre dos
puntos de un ensamble de trayectorias que conectan una misma coordenada de reaccion (Park
et al., 2003). Interesantemente, al considerar esta igualdad es posible estimar un perfil de fuerza
media (del inglés Potential Mean Force (PMF)) asociado a la separaciéon de dos estructuras
moleculares, permitiendo categorizar la diferencia de afinidad de distintas moléculas por un

mismo receptor.

(e=W/KDTy = o—AF/KbT

Ecuacidn 1. Igualdad de Jarzynski, donde e es energia, Wes el trabajo, Kb es la constante de los gases

para un estado by T la temperatura.

4.3.1 Preparacion de sistemas para SMD.

Se configuré SMD en 6 de los complejos de polimero-farmaco mencionados. Se utilizé
como punto de partida las conformaciones finales de las simulaciones de equilibrio bajo el

esquema de campos de fuerza reactivos del punto 4.2.3 en los complejos que presentaban una
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relacién 3:10. Se procedid a solvatar los sistemas en una caja de agua de 150 A3 mediante el
software VMD (Humphrey etal, 1996). Posteriormente, utilizando el plugin psfgen
implementado con el software VMD se creé la topologia necesaria para ejecutar los calculos de
dinamica molecular dirigida en el software NAMD2 (Phillips et al., 2020) empleando el campo de
fuerza CHARMM36 (Vanommeslaeghe etal.,, 2010). Es de relevancia mencionar que los
parametros de polimeros, farmacos y fluoréforo fueron determinados con la plataforma web
Paramchem (Vanommeslaeghe et al., 2012) para su aplicaciéon con el campo de fuerza ya

mencionado.

4.3.2 Ejecucidn de calculos SMD.

A modo de mantener la posicidn inicial de la NP, se fijé en el espacio del sistema la
posicidn de los atomos de carbono presente en los extremos y centro de las cadenas poliméricas.
Adicionalmente, se configurd la coordenada de reaccidn sobre uno de los compuestos de los
complejos estudiados, se usé una distancia de minimo 35 A con direccidn en el eje X del mismo
sistema, de manera que las moléculas (Rodamina B, 5-Fluorouracilo e Irinotecdn) exploren
distintas conformaciones a lo largo de SMD. En particular, se empled una velocidad de tiro de 1
A/ns sobre un atomo de los distintos ligandos cargados dentro de la NP, hasta asegurar que la
droga se encontrara fuera del rango de interaccion con la NP. Para asegurar el correcto muestreo
de la coordenada de reaccién, se realizaron 3 réplicas (18 sistemas totales) para cada cdlculo
SMD, asegurando con esto que los resultados obtenidos fuesen los correctos. Ademas, en base
a los datos obtenidos de las distintas dindmicas moleculares dirigidas, se obtuvo la fuerza idénea
por tiempo de tiro que permitieron la extraccién de la droga desde el interior del nucleo

hidrofdbico de NPs poliméricas.
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Figura 6. Representacion de la coordenada de reaccion a utilizar en SMD. a) Complejo polimero-farmaco.
b) Procedimiento Steered Molecular Dynamics aplicado al extraer la droga desde la nanoparticula, siendo

la coordenada de reaccidn una distancia de 20 A en el eje x.

4.3.3 Caracterizacidon estructural de los sitios de mayor afinidad identificados en las

simulaciones de SMD.

Se realizd una caracterizacion sobre las conformaciones representativas de sitios de alta
afinidad (mayor fuerza de interaccién) obtenidos en los gréficos de fuerza generados por SMD.
De esta forma se logré observar las interacciones que rigen el encapsulamiento de farmacos en
NPs poliméricas. Se estudiaron 2 conformaciones desde cada sector de alta afinidad. De este
modo, mediante la examinacidn de las estructuras polimero-farmaco extraidas, se determinaron

las posibles interacciones claves dentro de cavidades (o bolsillos) generados en las NPs. Lo
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anterior, permite entender la naturaleza de las interacciones intermoleculares existentes entre

los farmacos y el interior de las NPs.

4.4. Explorar la degradacion de nanoparticulas y liberacion de una molécula de interés ante un

solvente en dinamica molecular clasica.

Se planted un modelo de NPs a partir de los polimeros estudiados recubiertos por PEG
gue a su vez contienen moléculas de Rodamina B. Esta NP fue expuesta al solvente, en este caso
agua, para comenzar su degradacion producto de las propiedades fisicoquimicas intrinsecas de
los polimeros (Bee et al., 2018). De esta forma, la metodologia de simulacién de dindmica cldsica
através de campo de fuerza CHARMM36, permitio el estudio de la dispersién de estas moléculas,
analizando el espacio del sistema simulado para estimar el nivel de degradacién de la NP y

liberacion del farmaco.

4.4.1 Creacion de configuraciones de estructuras iniciales para los sistemas a simular.

Se generaron conformaciones iniciales utilizando nuevamente el software Packmol
(Martinez et al., 2009). Se dispuso de 10 moléculas de rodamina B en un espacio esférico al centro
del sistema abarcando un didmetro de 15 A, esta esfera central fue recubierta disponiendo las
cadenas de polimeros (PLA/PLGA) nuevamente en espacio conformacional esférico menor de 50
A de didametro, seguido de una Ultima capa esférica de PEG-2000 en un didmetro de 80 A, que
entregd como resultado un gran sistema inicial esférico de tres capas (nucleo de rodamina B,
capa hidrofdbica y capa exterior hidrofilica). Es a partir de este posicionamiento inicial para el
complejo fluoréforo-polimeros, que se did lugar a los archivos de topologia con el uso del plugin
psfgen implementado en el software VMD (Humphrey et al., 1996), de la misma manera que en

el punto 4.3.1.
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4.4.2 Formacion de nanoparticulas con Rodamina B en vacio.

Se ejecutaron cdlculos de dindmica molecular con el software NAMD2 (Phillips et al.,
2020) aplicando los parametros entregados por el campo de fuerza CHARMM36. Para realizar
esto, se aplicé una minimizacidn de 10000 pasos para posteriormente efectuar 10 nanosegundos
de equilibrado y 40 nanosegundos de produccidon en vacio. Para la realizacién de ello, se utilizo
un ensamble isotérmico-isobdarico, manteniendo la temperatura y presion constante usando el
barostato y termostato de Langevin (Pastorino etal.,, 2007). Se utilizd un tiempo de 4
femtosegundos (4 fs) para integrar las ecuaciones de movimiento, aplicando el método de

reparticion de masa de hidrégenos (Hopkins et al., 2015).

4.4.3 Ejecucion de dinamicas de nanoparticulas en solvente.

Tomando como punto de partida las configuraciones finales de los sistemas obtenidos en
el paso 4.4.2, se solvataron los sistemas con el software VMD en una caja de agua de 160 A3 cada
sistema. Al igual que en el punto 4.4.1, se utilizé psfgen en el software VMD para crear los
archivos de topologia necesarios que contienen los pardmetros de los polimeros, fluoréforo y
agua. Se realizd una minimizacién de 10000 pasos, un equilibrado de 10 nanosegundos y 30
nanosegundos de produccidon en el software NAMD?2 bajo el campo de fuerza CHARMM36 vy

utilizando los mismos parametros del punto 4.4.2.

4.4.4 Analisis de dinamicas de nanoparticulas en solvente.

Se realizé un analisis de la distribucién en el tiempo de las distintas moléculas presentes
en el sistema, para lo cual se calculd la funcidn de distribucion radial (RDF) que incluye el software
VMD. Este anadlisis es ampliamente usado para determinar la densidad de determinados
elementos entre dos puntos, en otras palabras, el RDF permite evidenciar la presencia de
moléculas vecinas a un punto en el espacio, determinado cudn ordenada es una estructura

bioldgica en particular (Levine et al., 2011). Es mediante las gréficas de dispersion generadas se
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observaron las diferencias entre la degradacién de las NPs con PLA y PLGA bajo condiciones

similares.

5. Resultados.

5.1. Modelar y equilibrar nanopolimeros de PLA y PLGA utilizando campos de fuerza reactivos.

5.1.1 Preparacion de la estructura tridimensional de complejos polimeros- farmacos y

verificacidon de estados de protonacién.

Las estructuras quimicas para los compuestos Rodamina B, Irinotecdn y 5-Fluorouracilo
(Figura 2) fueron generadas en la plataforma web Molview (Bergwerf, 2015). En cuanto a los
polimeros PLA y PLGA, se crearon los 20 mondmeros de la cadena de acido poli-lactico y los 10
mondmeros de cadena de 4acido lactico conjugadas con los 10 mondmeros de acido glicdlico
respectivamente. A partir de las estructuras obtenidas de Molview se realizé un estudio de pKa
con el software MarvinSketch (Csizmadia, 1999), en donde se tomd en cuenta las especies bajo
el estado de protonacién dentro del rango de pH [5.5 — 7], correspondiente a un entorno
biolégico normal y otro entorno cancerigeno. Para todas las moléculas se obtuvo un solo estado

de protonacion (Figura 7) correspondiente al rango de pH de interés.
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Figura 7. Representacidn estructural de estados de protonaciéon en polimeros, moléculas antitumorales
y de marcaje molecular. Estados de protonacién de moléculas en estudio a rango de pH 5.5-7. (a) PLGA.

(b) PLA. (c) Rodamina B. (d) Irinotecan. (e) 5-Fluorouracilo.

Para los polimeros PLA y PLGA se observa su terminal carboxilo desprotonado dando lugar al
grupo terminal R-COO- en ambos casos (ver Figura 7.a, 7.b). Para el compuesto rodamina B,
adicionalmente a su nitrégeno con carga positiva (su forma comercial), se detecta para los rangos
de pH estudiados que, al igual que los polimeros, tiene un grupo carboxilo que pasa a ser R-COO"
junto al anillo bencénico superior, (ver Figura 7.c). En el caso del farmaco irinotecdn, se observa
la protonacidén del nitrégeno al extremo de la molécula que une al anillo heterociclico, (ver Figura
7.d). Finalmente, en la droga 5-Fluorouracilo, no se observan cambios respecto a la molécula

obtenida desde Molview (ver Figura 7.e).
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5.1.2 Ejecucion de dinamica molecular con campo de fuerza reactivo para los polimeros

PLA y PLGA.

Através del software Packmol (Martinez et al., 2009) se obtuvieron los productos iniciales
para los sistemas de NPs a ensamblar. Se dispusieron 9 sistemas iniciales tanto para PLA y PLGA
desde una distancia minima de 2 hasta una distancia maxima de 10 A, dando como resultado las

ubicaciones aleatorias de las cadenas de polimeros extendidas en un espacio de 60 A.

Las DM fueron realizadas tal como se indica en el punto 4.1.3 utilizando el software LAMMPS
implementado con el campo de fuerza ReaxFF. A partir de las 18 dinamicas moleculares se
observo la formacién de nucleos pseudo-esféricos a excepcidon de las distancias iniciales de 9 y
10 A para el polimero PLA y de 10 A iniciales para el polimero PLGA, sistemas que no se vio la
formacién de una NP definida debido a que no todas las cadenas se encuentran interactuando

entre si.

Figura 8. Formacidn de nanoparticulas en dindmicas moleculares reactivas. Sistemas iniciales y finales
de formacién de nicleo polimérico con una distancia inicial de 5 A. (a) Sistema de PLA. (b) Sistema de

PLGA.

Tal como se observa en la figura 8, la compactacion de los nucleos hidrofdbicos, atraviesan un
proceso en el cual se estabilizan hasta que las cadenas poliméricas se orientan hacia la NP en
formacién, esto se puede visualizar en los estados de transicion en 8.a) y 8.b) que corresponden

a los momentos en que no existe un orden determinado entre cadenas en ambos polimeros.
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Ademas, se evidencia, que durante la DM con el campo de fuerza ReaxFF no se observa la
formacidn y tampoco la ruptura de enlaces entre cadenas, donde las interacciones electrostaticas
y la gran flexibilidad de los polimeros corresponden a los facilitadores en la compactacion
observada. Adicionalmente, es destacable que los nucleos formados presentan pequefias
aberturas entre las cadenas, hendiduras que podrian ser utilizadas por distintas moléculas para

ser cargadas dentro de la NP.

Sobre la base de las DM en el punto 5.1.3, se analizaron los radios de giro durante los 5
nanosegundos totales simulados, con el fin de establecer la distancia inicial minima que
permitiera obtener una NP lo suficientemente esférica, y a la vez, que las interacciones que
ocurren entre las cadenas al compactarse no sean abruptas. Se descartd el uso de distancias
menores a 4 A y mayores a 8 A de distancias, dado que a distancias pequefias y tal como se
observa en la figura 9, existe una formacion acelerada de las NP en un tiempo menor a los 2 ns,
y a su vez en distancias superiores a 8 A no existe una clara definicion de NP pseudo-esféricas. En
cuanto a las distancias de 5 hasta 7 A se observé un comportamiento similar a lo largo de la DM,
llegando a un radio de giro de 17 A aproximados para PLA y PLGA que coincide con los resultados
obtenidos por Matus y colaboradores (Matus et al., 2018). Producto de los datos obtenidos del
radio de giro de las NP, se determind una distancia minima inicial de 5 A para disponer
espacialmente las cadenas poliméricas y las moléculas en estudio para la formaciéon de los

complejos polimero-farmaco.
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Figura 9. Radio de giro en polimeros PLA y PLGA. Sistemas tanto de PLA (a) como PLGA (b) a distintas

distancias iniciales en un tiempo de DM de 5 ns.

5.2. Evaluar los complejos nanoparticulas-farmaco de polimeros PLA Y PLGA con el grupo de

tres farmacos (Rodamina B, Irinotecan y 5-fluorouracilo) a través de ReaxFF.

5.2.1 Relajacion de los complejos polimero farmaco con ReaxFF.

Se generaron 3 sistemas iniciales para cada molécula de interés (rodamina b, irinotecan y
5-fluorouracilo) con ambos polimeros (PLA y PLGA) empleando el software packmol, las distintas
disposiciones polimero-farmaco fueron a razones de 1:10, 2:10y 3:10 (farmaco:polimero) usando

una separacién minima de 5 A tal cdmo se indica en el punto 5.1.2.

Se ejecutd el protocolo descrito en el punto 4.2.2, en donde se utilizaron campos de fuerza
reactivos para obtener DM de 5 ns y se analizo el radio de giro durante la compactacion de los

complejos en estudio.
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Figura 10. Radio de giro durante formacidn de nanoparticula rodamina B-polimeros a distintas

concentraciones. En la parte superior se muestra la formacién de las NP para la concentracién 3:10. (a)

Rodamina B-PLA (b) Rodamina B-PLGA

La Figura 10 muestra un comportamiento similar en el comportamiento de ambas nanoparticulas
al encapsular a rodamina B, destacando que en las 3 concentraciones se llega a un radio de giro
cercano a 15 A, lo cual es menor al observado para el empacamiento del polimero sin droga (ver
Figura 8). En cuanto a las razones de 2:10 y 1:10, el volumen del nucleo formado fue mayor e

incluso se evidencia (figura 8, linea roja) que en ambos casos sufren un aumento en su radio de

giro durante la DM.
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Figura 11. Radio de giro durante formacion de nanoparticula 5-fluorouracilo-polimeros a distintas

concentraciones. En la parte superior se muestra la formacién de las NP para la concentracién 3:10. (a) 5-

fluorouracilo -PLA (b) 5-fluorouracilo-PLG.

En la figura 11 se exponen los radios de giros de las NP de PLA y PLGA con 5-fluorouracilo. Se

destaca que, a pesar de utilizar un farmaco antitumoral de tamafio pequefo, el grado de

empaquetamiento fue similar a las obtenidas para rodamina B e irinotecan respectivamente

(figura 10 y 12). La figura 11 muestra que el modelo de razén 2:10 muestra una compactacién

mayor (menor radio de giro) considerando ambos polimeros. También es importante destacar

gue para todos los sistemas evaluados, la razén 3:10 muestra un comportamiento similar al

observado para 1:10, lo cual resalta la capacidad de carga de droga y compactacidn de la razén

2:10.
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Figura 12. Radio de giro durante formacidn de nanoparticula irinotecan-polimeros a distintas

concentraciones. En la parte superior se muestra la formacién de las NP para la concentracién 3:10. (a)

Irinotecan-PLA. (b) Irinotecdn-PLGA.

Para el caso particular de los sistemas de los polimeros con irinotecan (ver Figura 12), sélo existen

similitudes entre los sistemas de relacién 1:10 que llegan a un radio de giro aproximado de 15 A.

Entre estos estos sistemas a baja concentracion resulta ser mejor PLA en cuanto a la

compactacion de la NP, no asi para PLGA, que demostré un mejor resultado al tener casi 14 A de

radio de giro para el sistema 2:10. Los sistemas de razén 2:10 en PLA y 3:10 PLGA, mostraron un

aumento de casi 2.5 A mas en el mismo analisis, comportamiento que lleva a tener NPs menos

esféricas, cualidad fundamental de una NP (Locatelli & Comes Franchini, 2012). Bajo los datos

obtenidos, a diferencia de rodamina B y 5-fluorouracilo, el comportamiento de irinotecan es poco

estable en ambos polimeros, esto sugiere que el gran tamafio del farmaco utilizado puede variar

el tiempo y el grado de empaquetamiento en que se obtiene en las NP.
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5.3. Estimar la afinidad energética de los complejos nanoparticula-farmaco utilizando la

metodologia SMD y caracterizar estructuralmente los sitios de mayor afinidad de los farmacos.

5.3.1 Ejecucidn de calculos SMD.

Se realizaron los calculos de Steered Molecular Dynamics con los sistemas obtenidos de
las dindmicas moleculares realizadas en el punto 5.2. Se utilizaron las dinamicas de razén 3:10,
debido a que en condiciones experimentales las NPs contienen mas de una molécula de interés.
El cdlculo de SMD requiere seleccionar un dtomo desde el cual aplicar la fuerza de tiro, como
también mantener la estructura “hospedadora” restringida al centro de masas del sistema para
evitar que se desplace en el sentido de aplicacidn de la fuerza. Asi, se seleccion6 el atomo cargado
de los farmacos rodamina B e irinotecan, asi como también el atomo de fllor de 5-fluorouracilo
como atomos al que se le aplicé la fuerza a velocidad constante, mientras que todas las moléculas

de PLA y PLGA se fijaron en el espacio del sistema.

A través del software NAMD?2, se llevaron a cabo los SMD aplicando una fuerza constante de tiro
de 1 A/ns hasta una distancia de 10A fuera del nicleo polimérico, de manera tal que se realizaron

DM durante 40 ns para rodamina B, 35 ns para 5-fluorouracilo y 52 ns para irinotecan.

5.3.2 Caracterizar estructuralmente los sitios de mayor afinidad identificados en las
simulaciones de SMD.

En base a las simulaciones de SMD se obtuvieron trayectorias en que siempre el ligando
logré salir de la nanoparticula. La figura 13 muestra los gréaficos de fuerza obtenidos para la
molécula Rodamina B frente a PLA (A) y PLGA (B). En detalle, en la parte superior se destacan las
conformaciones estructurales representativas de los puntos de mayor fuerza observados en cada
grafico. Durante el recorrido realizado por rodamina B hacia el exterior de las NP, en ambos
polimeros se manifiestan distintos rangos de fuerza, en los que ocurren los eventos durante SMD.
Se observa en la figura 13.a, que los peaks de fuerza para PLA se encuentran en el rango de 40

(kcal/mol/A), en cambio para PLGA (figura 13.b) superan a los 50 (kcal/mol/A), es decir, las
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interacciones con este polimero tienden a ser mas fuertes, lo que a su vez se podria interpretar

como una liberacion mas lenta del fluoréforo.
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Figura 13. Grafico de fuerza contra tiempo de SMD de rodamina B que muestra los distintos niveles de
fuerza necesaria para superar un estado conformacional a medida que avanza por la coordenada de
reaccion. SMD de rodamina B en NPs de PLA (a) y PLGA (b). Se aplicé una fuerza a velocidad constante en
el eje x a una de las 3 moléculas de rodamina B hasta extraerla del nucleo polimérico. La linea azul
representa la salida de la molécula desde la NP. Se representan estructuralmente los momentos de mayor

fuerza en ambos polimeros. La linea azul representa la salida de la molécula desde la NP.

En la parte superior de la figura 13 se puede observar en detalle las conformaciones de los puntos
de mayor fuerza, los cuales evidencian que la droga establece interacciones principalmente con

los oxigenos pertenecientes a la cadena polimérica, esto a través de los atomos cargados de cada
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farmaco (Figura 7.c). En el caso de PLA, se presenta una interaccion entre el grupo R-COO de la
rodamina B con un oxigeno de una cadena de polimero PLA. Distinto es el caso, para el segundo
peak fuerza analizado (ver Figura 13.a.2), en donde sdlo se exhibe la presencia de las cadenas de
PLA ante el paso del compuesto rodamina B, en especifico, los grupos metilos al estar en cercania
del fluoréforo generan un aumento en la fuerza al ser extraido de la NP. Para el caso de PLGA
(ver Figura 13.b) los puntos de mayor fuerza se dieron predominantemente por la complejidad
en el empacamiento del polimero alrededor de rodamina B, ocasionando una mayor cantidad de
contactos del polimero sobre el fluoréforo, ocasionando mas dificultad al paso de la molécula
hacia el exterior de la NP. Ademas, al igual que con PLA se generan interacciones entre los
oxigenos de los monémeros del polimero con el grupo carboxilo de rodamina B, generando una

mayor fuerza para extraer el compuesto en SMD.

b) PLGA
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Figura 14. Grafico de fuerza contra tiempo de SMD de 5-fluorouracilo que muestra los distintos niveles

de fuerza necesaria para superar un estado conformacional a medida que avanza por la coordenada de
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reaccion. SMD de 5-fluorouracilo en NPs de PLA (a) y PLGA (b). Se representan estructuralmente los
estados de mayor afinidad de ambos complejos. La linea azul representa la salida de la molécula desde la

NP.

Por otra parte, en la figura 14 se muestra el comportamiento del fdrmaco 5-Fluorouracilo a lo
largo de las trayectorias de SMD. Esta droga presenta similitudes entre los puntos de mayor
fuerza al comparar ambos polimeros, siendo ambos en una escala de menor fuerza en
comparacion a lo observado para rodamina B e irinotecdn. En cuanto a 5-fluorouracilo, al ser una
molécula pequefia que no presenta cargas, mostré un desplazamiento facilitado para recorrer la
coordenada de reaccién descrita, lo que podria indicar una rapida liberacién del farmaco desde
la NP. Se destaca que en los puntos mas altos en los graficos tanto de la figura 14.a como 14.b,
existe una orientacion de los grupos metilos de las cadenas poliméricas hacia los compuestos, lo
gue podria generar un aumento de la fuerza por los distintos contactos que se producen entre la

NP y 5-fluorouracilo.
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Figura 15. Grafico de fuerza contra tiempo de SMD de irinotecan que muestra los distintos niveles de

fuerza necesaria para superar un estado conformacional a medida que avanza por la coordenada de

reaccion. SMD de irinotecdn en NPs de PLA (a)) y PLGA (b)). Se representan estructuralmente los estados

de mayor afinidad de ambos complejos.

Los calculos de SMD, demostraron que el compuesto irinotecan fue el que demostré una fuerza

de interaccion mayor en comparacion a las otras drogas. Esto podria explicarse debido a la carga

presente en su estructura y su gran tamafio, lo que provoca un mayor nimero de interacciones

a lo largo de la ruta de salida. En la figura 15 se observa que en ambos polimeros se identifican

maximos de fuerzas en el rango de 40 y 60 kcal/mol/A , lo cual sugiere que el grupo terminal R-

COO  del polimero genera contactos estrechos el dtomo de nitréogeno cargado positivamente

presente en irinotecan. Particularmente en PLGA, es destacable que tal como ocurre con

rodamina By 5-fluorouracilo, este polimero tiende a cubrir una mayor superficie de las moléculas

anadidas al nucleo hidrofdbico.
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5.4. Explorar la degradacion de nanoparticulas y liberacion de una molécula de interés ante un

solvente en dinamica molecular clasica.

5.4.1 Creacion de configuraciones de estructuras iniciales para los sistemas a simular.

Luego de comprender las distintas afinidades de cada droga por las distintas nanoparticulas, se
decidié explorar el efecto del solvente pero en una escala de tamafio comparable con las
condiciones experimentales. Es por esto que se construyeron modelos de nanoparticulas
conteniendo un gran numero de moléculas tanto de PLA/PLGA, de droga como también del
polimero protector PEG. Para completar este objetivo, se utiliz6 Packmol para ensamblar un
sistema que contenia 10 moléculas de rodaminas B, 100 PLA/PLGA y 200 PEG2000
respectivamente, generando una nanoparticula pseudoesférica de radio 80A (Figura 16). Los
polimeros utilizados fueron previamente compactados mediante una dindmica de 20 ns en vacio
por cada cadena mediante NAMD?2 bajo el campo de fuerza CHARMMS36. Finalmente, se obtuvo
una NP de aproximadamente 84.000 &tomos PLA y de 81.000 dtomos para PLGA, con un radio de

giro de 45 Ay 46 A respectivamente, y se ejecuté DM por un periodo de 50 ns en vacio.

5.4.3 Ejecucion de dindmicas de nanoparticulas en solvente.

Una vez que las NPs fueron compactadas y estabilizadas en vacio, estas se dispusieron en
una caja de agua de 190 A3, generada a través de VMD, produciendo un sistema de 670.000
atomos aproximadamente para PLA y 680.000 atomos para PLGA. Ambos sistemas fueron

simulados por DM clasica durante 40 ns.

En la figura 16ay 16b se puede observar que durante las simulaciones de las NPs de rodamina B,
PLA/PLGA y PEG2000, ocurre una disgregacién de las moléculas que componen a las NPs debido
alingreso de moléculas de agua en las cavidades interiores, generando repulsion en las moléculas

hidrofdébicas y por lo tanto permitiendo que los farmacos tiendan a salir de la NP.
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Figura 16. Formacion de nanoparticulas co-polimérica (PLA/PLGA-PEG) en conjunto con rodamina B y
su respuesta en solvente a lo largo de una dinamica molecular clasica. Al extremo izquierdo se observa
el sistema inicial previo a ser sometido a DM en vacio, subsecuentemente se observa la NP resultante

embebida en una caja de agua y su posterior comportamiento a medida que avanza el tiempo.

5.4.4 Andlisis de dindmicas de nanoparticulas en solvente.

Con el objetivo de observar la dispersién de las moléculas en los sistemas de ambos
polimeros estudiados (PLA y PLGA), se realizé un analisis utilizando la funcién de distribucion
radial para el estado inicial de la DM a los 0 ns, en el estado intermedio a los 20 ns y finalmente
a los 40 ns de simulacion. En la figura 16 se observa que a medida que la simulacién molecular

avanza, ambas nanoparticulas sufren un cambio conformacional, que puede ejemplificarse como
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una expansion de tamafo, lo cual permite que las moléculas de agua ingresen en el interior de la
NP e interactuan con los polimeros PLA (Fig 16a) como PLGA (Fig. 16b). Bajo una inspeccion visual,
el fluoréforo rodamina B tiende a desplazarse hacia el exterior de la NP potenciado por moléculas
de agua que solvatan cada droga. De la misma forma, los polimeros de PLA y PLGA quedan
expuestos a solvente y por su caracter hidrofébico tienden a repelerse mediados por el
incremento de moléculas de agua en su interior. Cabe destacar, que en el mismo periodo de
tiempo (40ns) el polimero PLGA tiende a permanecer compactado en comparacién con PLA, lo

cual podria indicar una mayor capacidad de mantener la droga en su interior por periodos mas
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Figura 17. Graficos de funcion de distribucion radial o g(r) normalizada. Se muestra la dispersién de
moléculas desde el sistema inicial de la NP copolimérica (PLA/PLGA-PEG) con rodamina B (extrema

izquierda) hasta completar 50 ns de DM.
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En la figura 17 se muestra cuantitativamente la distribucion de las moléculas de Rodamina, PLA,
PEG y agua respecto el centro geométrico de la NP a distintos tiempos de simulacion,
evidenciando la liberacién de la droga desde el nucleo polimérico (Curva celeste) y como es
facilitada por la entrada de agua al nucleo de la NP. Simultdaneamente, es posible observar que
tanto las distribuciones de rodamina, PLA/PLGA y PEG se desplazan a distancias mayores del
centro geométrico de la nanoparticula, lo cual estd de acuerdo con el cambio conformacional
observado en las trayectorias de DM. Estos cambios estructurales del nanotransportador,
ocurren de forma gradual aumentando el radio de giro de los ~46 A hasta los ~67 A tanto para
PLA como para PLGA. En el caso de la NP con PLGA se observa una mayor estabilidad ante el
solvente, dado que a los 40 ns hay presencia de rodamina B hasta los 27 A desde el origen, y que
a diferencia de la NP con PLA existe una dispersién de las mismas molécula hasta los 40 A.
Adicionalmente, es destacable que a pesar de existe un comportamiento similar en la entrada de
moléculas de agua a cada NP, la capa exterior de PEG2000 se mantiene mas estable en la
nanoparticula compuesta por PLGA, evidenciando que este polimero podria presentar mejores
caracteristicas que PLA al momento de contener una droga mas “protegida” en ambientes
acuosos. Estos resultados se correlacionan con ensayos de microscopia electréonica (datos no
reportados) y se proponen como candidatos para disefar nanotransportadores basados en los

requerimientos de los distintos tratamientos demandados por los pacientes.
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6. Conclusiones.

El uso de técnicas computacionales para simular nanoparticulas poliméricas y asi evaluar
su capacidad de encapsular/liberar drogas anticancerigenas, ha demostrado ser una alternativa
crucial previo a pruebas experimentales in-vitro e in-vivo, permitiendo elucidar interacciones que
rigen la unién entre polimeros y distintos tipos de farmacos antitumorales. En concreto, las
herramientas computacionales aplicadas en este proyecto de memoria, proveen informacion
estructural de mucha importancia para el futuro disefio a nivel experimental de NPs. Estas
metodologias tedricas logran explorar diversos ensambles de nanoparticulas y su movimiento
en el tiempo, considerando distintas cantidades de cada componente logrando asi identificar una
combinacién particular de polimeros y farmacos que potencialmente sea mas eficiente a nivel
experimental. Cabe considerar, que dependiendo el sistema en estudio como también el tipo de
cancer a estudiar, las necesidades biomédicas son distintas, ya sea liberando la cantidad

rapidamente o entregando el farmaco lentamente pero por un periodo de tiempo mayor.

En referencia puntual a los resultados obtenidos en esta memoria, se puede argumentar que el
grado de compactacion que tendrian las NPs estd directamente relacionado con el tipo de
polimero utilizado (PLA o PLGA), como también del tipo de fdrmaco que se disponga para su
formacion. Mas en detalle, PLA principalmente por sus grupos metilo, muestra encapsular
eficientemente farmacos pequenos como lo es 5-fluorouracilo, por otro lado, PLGA gracias a la
proporcién de acido glicdlico permite un mejor empaquetamiento con moléculas de mayor

tamario tales como irinotecdn y rodamina B.

La metodologia SMD posibilita explorar distintas conformaciones estructurales de los farmacos
en los polimeros acelerando el proceso de liberacidn la droga, logrando asi identificar las fuerzas
asociadas a dichas configuraciones. Es asi como las distintas conformaciones estructurales
observadas, llevan a sefialar que PLGA muestra fuerzas con una magnitud mayor que PLA, lo cual
se podria traducir en un mejor comportamiento en cuanto a liberacion prolongada de moléculas
anfipaticas tales como rodamina B e irinotecan (figura 13 y figura 15), lo anterior respaldado por
radios de giro inferiores a PLA, causado presumiblemente por la polaridad de los grupos de acido

glicélico lo que favorecen el encapsulamiento. Es asi como las dindmicas molecular y SMD
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podrian aplicarse a distintos problemas asociados a polimeros, ayudando en el estudio sobre la
capacidad de transporte y liberacién de distintos farmacos, de igual forma esta metodologia
puede ayudar a entender el comportamiento de NPs en su paso por sistemas biolégicos mas

grandes, por ejemplo, en presencia de membrana celular.

En conjunto resultados obtenidos en esta memoria de titulo entregan conocimiento estructural
del comportamiento tridimensional de nanotransportadores poliméricos de fdrmacos. En este
sentido, el comportamiento de las NPs modeladas de PLA y PLGA en solvente acuoso propone
gue el uso de PLGA fomentaria una liberacion mas eficiente de los farmacos menos hidrofdbicos,
ya que se observa una menor dispersién del fluoréforo desde el nicleo de la NP y a lo largo de la
trayectoria de salida desde la NP. Es asi como mediante el uso de DM cldsica se puede plantear
sistemas con gran escalabilidad estructural, apoyados por el andlisis de dispersion, radio de giro
y funcién de distribucidn radial. Una proyeccion a futuro de este trabajo de tesis es realizar
modificaciones a la capa externa de las NPs, es decir, funcionalizando los polimeros de PEG
mediante distintos grupos terminales y de forma mas ambiciosa, uniendo pequefios péptidos que

identifiquen blancos terapéuticos sobreexpresados en tejidos tumorales.
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