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Abstract

Colorectal cancer (CRC) is the second most frequent type of cancer in women and the third
in men. Currently, the treatment of this condition is focused on the use of cytotoxic agents
that inhibit the proliferation of cancer cells. However, at the same time, they induce cell
death in healthy tissue due to their lack of specificity. In recent years, several treatments
based on drug delivery systems using polymeric nanoparticles have been described, due to
their high biocompatibility, their usefulness for the encapsulation of hydrophobic and
hydrophilic drugs, and because they are approved by the Food and Drug Administration
(FDA). On the other hand, it has been described that the addition of polyethylene glycol
(PEG) improves drug transport capacity. To date, not many works analyze the release
processes of chemotherapeutic agents, considering conformational and chemical
characteristics of polymeric nanotransporters, from the point of view of computational

chemistry.

Therefore, in the present project, we studied employing advanced molecular dynamics
techniques, computational modeling, and force calculations, the factors that affect the drug
release process through PLA/PLGA: DSPE-PEGz000 Nano-polymeric systems conjugated with
COO-, NH2, and OCH3 terminals. Thus, understanding that the nature of the core of the
nanosurfaces would play a fundamental role in the release of the drugs under study, where
nanoparticles with PLGA-based core would present a higher affinity for drugs compared to
systems with PLA-based core. On the other hand, there were indications that the
aggregation of NH2 and OCH3 terminals would generate more compact systems compared
to those with COO-, which could affect the release kinetics. The understanding of the
structural and energetic factors that dominate the interaction and release of anticancer
drugs from nanocarriers provides information to improve the rational design of smart

polymeric nanoparticles in the transport and release of drugs against colorectal cancer.



Resumen

El cancer colorrectal (CCR), se ubica como el segundo tipo de cancer mas frecuente en
mujeres y el tercero en hombres. Actualmente, el tratamiento de esta afeccion se enfoca
en el uso de gentes citotéxicos que inhiben la proliferacién de células cancerigenas; sin
embargo, su accidon también afecta a las células sanas debido a su baja especificidad. En los
ultimos anos, se han descrito diversos tratamientos basados en sistemas de administracion
de farmacos mediante nanoparticulas poliméricas, debido a su alta biocompatibilidad, su
adecuada utilidad para la encapsulacion de farmacos tanto hidréfobos como hidrofilicos y
debido a que se encuentran aprobado por la Food and Drug Administration (FDA). Por otra
parte, se ha descrito que la adicién de polietilenglicol (PEG) otorga una mejora en la
capacidad de transporte de farmacos. A la fecha, no existe amplia evidencia cientifica que
estudie los procesos de liberacién de agentes quimioterapéuticos, considerando
caracteristicas conformacionales y quimicas de nanotransportadores poliméricos, desde el
punto de vista de la quimica computacional.

En el presente proyecto estudiamos mediante técnicas avanzadas de dindmica molecular,
modelado computacional y cdlculos de fuerza, los factores que afectan el proceso de
liberacidon de farmacos a través de sistemas nano-poliméricos PLA/PLGA: DSPE-PEG2000
conjugados con terminales COO", NH; y OCHs. Logrando asi, comprender que la naturaleza
del nucleo de las nanosuperficies jugaria un papel fundamental en la liberacién de los
farmacos de estudio, donde en nanoparticulas con centro basado en PLGA se presentaria
una mayor afinidad por las drogas en comparacion a sistemas con nucleo basado en PLA.
Por otra parte, se encontraron indicios de que la agregacion de terminales NH; y OCHjs
generarian sistemas mas compactos en comparacién a los que presentan COO-, lo que
podria incidir en la cinética de liberacién. El entendimiento de los factores estructurales y
energéticos que dominan la interaccién y liberacidon de farmacos anticancerigenos desde
nanotransportadores, proporciona informacién que permite mejorar el disefio racional de
nanoparticulas poliméricas inteligentes en el transporte y liberacién de farmacos contra el

cancer colorrectal.



1. Introduccion

1.1. Cancer.

El cancer se encuentra dentro de las principales causas de muerte a nivel mundial, esto
considerando paises de todos los érdenes econémicos.! Se espera que la poblacion que
padece de cancer, y las muertes asociadas, incremente drdsticamente a medida que el
nimero de personas crece y envejecen a nivel mundial.?2 Sin ir mas lejos, el afio 2018
murieron cerca de 9,6 millones de personas a raiz del cancer, siendo la segunda enfermedad
con mayor indice de mortalidad a nivel mundial.3 Los cdnceres han causado alteraciones en
seres vivos multicelulares durante 200 millones de afios; es mas, se han encontrado
evidencias de incidencia de cdnceres en antepasados de los humanos modernos los cuales
se remontan a mas de un millén de afios.* El origen del cancer como tal se encuentra
relacionado a mutaciones en protooncogenes,®> genes que una vez transcritos codifican
proteinas que participan en procesos de diferenciacién y reproduccion celular,® como
también en la induccién de alteraciones genéticas relacionadas a la produccion de sefiales
inhibitorias de la proliferacion celular, cominmente denominadas genes supresores de
tumores.” Las mutaciones genéticas, asociadas al inicio y desarrollo de un tumor, en general
son mantenidas durante la proliferacion, lo que conlleva a un proceso de descontrol en la
divisién celular, y la consiguiente acumulacion de mutaciones del material genético
afectado.? Si bien se ha determinado que existen factores hereditarios que predisponen a
la adquisicion de una elevada tasa de mutaciones, la exposiciéon a factores
medioambientales tales como el agua contaminada por metales pesados, el humo de
tabaco, el asbesto, la radiacion solar, son todos factores significativos en la predisposicién
al cdncer es decir, a una mayor acumulacién de alteraciones genéticas.’ Desde un punto de
vista fisioldgico, el cdncer se presenta como una enfermedad que se correlaciona con una
division celular descontrolada, de alta eficacia replicativa, y con la activacion de
mecanismos de resistencia a la muerte celular.’® En general, el conglomerado de células
cancerigenas prolifera aceleradamente hasta convertirse en una masa de células, con
morfologia y tamafio inusual denominado tumor, * tal como se puede evidenciar en la

Figura 1. En los casos donde el tumor se presenta en células hematoldgicos (el cual es el
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caso de la leucemia), las células cancerigenas crecen y se distribuyen por los sistemas
sanguineo vy linfatico hasta llegar inclusive a la médula dsea, residencia de las células

hematopoyéticas. 12
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Figura 1. Desarrollo tumoral en células del colon. Representacion de proliferacidon cancerigena
en células del colon. De izquierda a derecha, se representan etapas de aumentada division celular
(Hiperproliferacién celular), con el consecuente crecimiento anormal del tejido subyacente
(displasia severa), y la formacion de la masa tumoral (adenocarcinoma), para finalmente dar

origen a un cancer “expuesto”, ya desarrollado, y maligno.

El tejido tumoral se expande rapidamente debido en parte al metabolismo acelerado de
sus células. I Estas células consumen grandes cantidades de glucosa, aminoacidos y
acidos grasos por lo que el entorno fisioldgico que “rodea” a las células tumorales carece
de nutrientes. La escasez nutricional debida al crecimiento tumoral provoca que el
organo afectado altere su funcionamiento normal, pudiendo inclusive desencadenar
fallas a nivel sistémico.'* Por otro lado, el metabolismo acelerado de las células
tumorales produce un elevado nivel de metabolitos de desecho, principalmente diéxido
de carbono y acido lactico. El exceso de estas substancias quimicas en el medio ambiente
celular provoca una disminucién del ~pH incrementando la acidez alrededor del tumor;
esto propicia las condiciones metabdlicas para que el tumor continle su crecimiento. *°
En conjunto, estos mecanismos favorecen el escape/diseminacion de células
cancerigenas al torrente sanguineo. En este escenario, es muy probable que se produzca

el crecimiento de un tumor secundario en otros tejidos, continuando con la expansién
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del céncer; fendmeno fisiopatoldgico conocido como metdastasis,'® el cual suele
presentarse en fases avanzadas de la enfermedad, usualmente conducente a la muerte

de quien lo padece. ’

1.2. El Cancer Colorrectal (CCR).

A nivel mundial el cancer colorrectal (CCR), es el segundo tipo de cdncer mas frecuente
en mujeres y el tercero en hombres, con 1,2 millones de casos diagnosticados
anualmente, y mas de 600 mil muertes asociadas (data disponible en el afio 2008). & Por
otro lado, a nivel nacional, representa el 10% de las muertes relacionadas a cancer en
mujeresy el 8,3% en hombres, posicionando al CCR como el cuarto en incidencia en Chile.
19Se ha mostrado que, en comparacion a otros canceres, el drea afectada del cuerpo por
CCR en etapas previas a la metastasis, es mas extensa.?® Aun cuando las causas del CCR
son desconocidas, se estima que el ~35% de los CCRs son causados por defectos
genéticos, > aunque hasta ahora solo el 5% de ellos ha sido directamente asociados con
un sindrome hereditario dominante o recesivo de alta penetracion (que presenta
grandes probabilidades de expresarse clinicamente).?? Las causas genéticas del ~30%
restante de CCRs son aun desconocidas. 2> Dada la creciente prevalencia de la
enfermedad a nivel global, es que se ha fomentado el desarrollo de terapias y/o
estrategias innovadoras que permitan enfrentar y/o curar a pacientes con CCR.

Lamentablemente, hasta hoy no se conocen estrategias exitosas al 100%.%*

1.3. Tratamientos frente al cancer a nivel general.

Entre las estrategias clinicas utilizadas para enfrentar al cancer existen tres focos
principales: la quimioterapia, radioterapia y la cirugia. El método comunmente abordado
por oncdlogos corresponde a la intervencidn quirdrgica; la cual consiste en la eliminacién
completa o parcial del tumor a través de la extirpacién de la mayor cantidad de células
cancerigenas posibles.?> La radioterapia en tanto se basa en la aplicacién de rayos-X
(fotones de alta energia), en diferentes dosificaciones, sobre la zona tumoral

(generalmente se utiliza después de la remocién quirurgica del tumor, post-operacion)
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con el objetivo de alterar directamente el DNA de las células cancerosas, e inducir asi el
proceso de apoptosis tumoral, y a la vez permitir la recuperacion del tejido afectado. 2°
La quimioterapia corresponde a la administracién de drogas que inhiben la proliferacién
de las células cancerigenas (bloqueadores de la replicacién del DNA); sin embargo,
debido a que estas drogas no pueden diferenciar entre células tumorales y normales,
estas terapias también causan dafio sobre el tejido sano.?’” En general, la cirugia y
radioterapia corresponden a los tratamientos mas eficientes en el caso de cdnceres
localizados no metastdsicos.”® Sin embargo, son terapias ineficaces cuando la

enfermedad se ha diseminado por multiples érganos.

Asi, el uso de drogas quimioterapéuticas es la mejor opcion para el tratamiento de canceres
metastdsicos, puesto que son capaces de llegar a los dérganos afectados mediante el
torrente sanguineo. 2° En este contexto, una molécula con propiedades quimioterapéuticas
utilizada en el tratamiento contra el CCR es el Irinotecan (IRI) (Figura 2c). Este es un derivado
semisintético de la camptotecina, droga citotéxica que une e inhibe a la enzima ADN
topoisomerasa | (enzimas que controlan el enrollamiento del DNA), y desencadena el
rompimiento del material genético, induciendo la muerte celular. 3° Finalmente, una
molécula ampliamente utilizada en el marcaje de nanoparticulas y su internalizacién en
células cancerigenas en el desarrollo de nuevos sistemas de liberacidn de fadrmacos basados
en nanoparticulas poliméricas corresponde a la rodamina B (RHB) (Figura 2a). 3!
Generalmente, las rodaminas se utilizan como tintes laser, debido a su foto estabilidad y
propiedades fotofisicas,3> como rendimiento cudntico, polarizacion y como sondas

fluorescentes para la formacidn de imdgenes de una sola molécula y en células vivas. 33
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Figura 2. Drogas cominmente utilizadas en el tratamiento y marcaje del cancer colorrectal. Se
presenta la estructura quimica de A) RHB, y B) Irinotecan.

Desafortunadamente, los agentes quimioterapéuticos poseen efectos secundarios
indeseables y severos. Por ejemplo, afectan el desarrollo de foliculos pilosos, provocan
la destruccion de células de médula ésea y del tracto gastrointestinal, afectan a las
células de los tubulos renales, etc.1?2 Dentro de los efectos indeseados observados en
pacientes destacan: la reduccién del nimero de diferentes tipos de células sanguineas (
principalmente eritrocitos y glébulos blancos), problemas gastrointestinales (nauseas,
vomitos, diarreas), enfermedades respiratorias, problematicas cutdneas, insuficiencia
cardiaca (arritmia, taquicardia ventricular), neurotoxicidad y nefrotoxicidad.3
Controversialmente, y a pesar de los diversos efectos secundarios nocivos, y destruccién
indiscriminada de células, durante afos se ha recomendado a las drogas
quimioterapéuticas como el “Unico” enfoque para tratar la metastasis del cancer.3> Es
por estas razones, junto con el descubrimiento de las redes de sefializacidn celular
asociadas al control de la diferenciacién y reproduccion celular, que se ha iniciado un
aumento explosivo en el disefio de tratamientos mas especificos, que requieran una
menor concentracion de droga y que presenten una mayor efectividad.3® En este
contexto, la nanomedicina aparece como una herramienta prometedora puesto que
puede aportar en el analisis, tratamiento y diagndstico de enfermedades a través de la

entrega inteligente de fadrmacos y el marcaje de objetivos terapéuticos. 3’
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1.4. Nanotecnologia y Nanomedicina.

El desarrollo y estudio de particulas a nivel nanométrico (1x10 ° m) ha ganado relevancia
en el campo de la ingenieria y medicina, en virtud del desarrollo de aplicaciones tales
como: optimizacion de recursos, tratamientos de desgaste ambiental, recuperacion de
tejido y tratamiento de patologias.3® De esta manera, los materiales nanométricos han
revolucionado diferentes dreas de la investigacién cientifica,3? incluida la biomedicina.
Asi, la nanomedicina, que se refiere a la aplicacion de nanotecnologia en medicina,*°
implica el desarrollo de materiales y métodos nanométricos tanto para el diagndstico
(puede ser in vivo o ex vivo) como la caracterizacidn de la progresion (estadificacion) de
enfermedades.*! El término nanomedicina es utilizado tradicionalmente para describir
sistemas de administracion de farmacos y el marcaje celular del tamafio de 1 a 100 nm
gue, tras insercidn intravenosa, se trasladan por el torrente sanguineo para ubicarse
selectivamente en regiones patoldgicas.*? Los nanomateriales generalmente pueden
consistir en farmacos constituidos por atomos metalicos, por moléculas no metalicas, o
una mezcla de ambas; los cuales, dependiendo de cdmo se encuentren compuestos,
pueden denominarse particulas metalicas, organicas o semiconductoras.*® La superficie
de los nanomateriales generalmente esta recubierta o funcionalizada con polimeros o
moléculas de bio-reconocimiento que permiten mejorar la biocompatibilidad y la
identificacidon selectiva de moléculas biolégicas enddgenas. ** A diferencia de los &tomos
y los materiales macroscépicos, los nanomateriales tienen una alta relacion entre el area
de la superficie y el volumen (A/V), asi como propiedades O&pticas, electrdnicas,
magnéticas y bioldgicas sintonizables, y pueden disefiarse para tener diferentes
tamafios, formas, composiciones quimicas tanto interna (estructuras huecas, sélidas,
etc.) como de superficie.*® La Figura 3 muestra algunos de los nanomateriales utilizados
en biomedicina, donde se establece una comparacién de didmetros de estructuras
conocidas. Como se indicé previamente, una de las caracteristicas esenciales de las
nanoparticulas es su elevada relacion A/V (area de superficie-volumen), la cual puede
ser varios 6rdenes de magnitud mayor que la de materiales macroscdpicos (figura 3). A

modo de ejemplo, si cortamos un cubo de 1 cm de lado (1 cm?) en 1021 cubos de 1 nm

10
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de lado (1 nm?3) dard como resultado el mismo volumen y masa general pero ahora su
superficie se ve incrementada por un factor de 1000 millones. > Por tanto, la ventaja de
utilizar nanomateriales como portadores es que su superficie se puede recubrir con

muchas moléculas.

Manoparticula  MNanoparticula MNanoparticula Nanotubo Punto

olimerica lipidica d ol il de carbono cuantico
b P (= e, mesoporosa

Maleculas de  Molecula ADN Bacteria Eritrocitos Cabello Macarilla
agua glucosa humana promedio

Figura 3. Diametro de nanoparticulas frente a estructuras conocidas. Se muestra una imagen
ilustrando, en escala nanométrica, los diametros de diferentes estructuras bioldgicas conocidas.
Se incluye un item de uso comun en laboratorios, como lo es una mascarilla quirirgica, para

referencia respecto al rango de didmetros de diferentes nanoparticulas.

El creciente interés en el uso de la nanotecnologia en el combate frente al cancer, es
debido en gran medida a sus cualidades Unicas en los campos de administracion y
transporte de farmacos, diagnodstico, obtencién de imagenes y el desarrollo de vacunas
sintéticas.*® Las nanoparticulas, debido a su tamafio nanométrico, son capaces de
superar barreras bioldgicas, acumularse preferentemente en tumores y reconocer
especificamente células cancerosas individuales para su deteccidn y tratamiento.*’ En
este sentido, la nanomedicina aumenta el indice terapéutico de los compuestos al
permitir la terapia diana del CCR y/o minimizar la acumulaciéon en tejidos sanos,

disminuyendo efectos toxicos y mejorando la potencia del tratamiento al mismo tiempo

11
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en que se protege a la molécula de la degradacion en entornos biolégicos no deseados,
como sucede con farmacos que presentan baja solubilidad en agua, lo cual afecta
enormemente su biodisponibilidad, problema que puede ser solucionado por
nanotransportadores hidréfilos que depositen la droga en el sitio de interés.*®*° Dentro
de este contexto, en el Ultimo tiempo se ha aumentado la utilizacién de sistemas de
administraciéon de drogas basados en nanoparticulas poliméricas (eje central de este
trabajo) generando estrategias terapéuticas innovadoras para las infecciones y las
enfermedades inmunitarias, asi como la terapia del cancer. Los nanotransportadores
poliméricos han mostrado mejoras significativas en comparacién con muchos otros
nanosistemas respecto a su biodegradacién, biocompatibilidad y propiedades fisicas y
mecanicas altamente modificables.>® De igual manera los materiales poliméricos han
demostrado una mayor eficacia al momento de administrar agentes terapéuticos en el
sitio de la enfermedad o el area dafiada y proteger los medicamentos contra la

degradacién in vitro e in vivo. !

Las nanoparticulas poliméricas formuladas mediante el método de nano-precipitacion, se
generan al auto ensamblar cadenas de polimeros en bloque logrando una particula
aglomerada (usualmente con forma pseudo-esférica). Los nanotransportadores poliméricos
se componen de un nucleo hidrofébico el cual es capaz de auto-encapsular distintos
farmacos. De este modo, se tiene la libertad de que las drogas transportadas pueden ser
tanto hidrofilicas como hidrofébicas con el objetivo de favorecer el encapsulamiento y de
igual manera su liberacidn, sin el riesgo de la pérdida de droga por condiciones ambiente.
>2 Entre los diversos polimeros utilizados para la generacién de nanoparticulas poliméricas,
el poliéster es el sintético mas investigado. Especialmente, el acido poli (D, L-lactico-co-
glicélico) (PLGA) y el poli (acido lactico) (PLA) (cuyas estructuras se presentan en la figura
4), ambos aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) y la
Agencia Europea de Medicamentos, se han aplicado con éxito en forma de microesferas /

nanoparticulas en el laboratorio y en de forma clinica durante décadas.>?

12
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Figura 4: Representacion estructural de PLGA y PLA a) Cadena de acido poli lactico-co-glicdlico
(PLGA) de 10 mondmeros de cada segmento de acido lactico y glicdlico. b) Cadena de acido poli

l[actico (PLA) de 20 mondmeros.

Tanto PLA como PLGA corresponden a polimeros sintéticos compostables,
biodegradables y no téxicos derivados de recursos renovables.>* De esta forma ambos
polimeros se encuentran constituidos principalmente por atomos de oxigeno y carbono,
los cuales otorgan a estas moléculas una alta compatibilidad con el ambiente fisiologico
humano.>> Sin embargo, a pesar de sus diferentes implicancias en el campo médico, las
aplicaciones de PLA son reducidas, debido a su baja carga de farmacos polares y débil
hidrofilicidad.”® No obstante, las nanoparticulas de PLGA y PLA conjugadas con moléculas
hidrdfilas como el polietilenglicol (PEG) son un tipo especial de nanoparticula polimérica
funcionalizada (co-polimero).>’ Diferentes investigaciones han demostrado que la
“PEGilacion” permite mejorar la biocompatibilidad, circulacidn sanguinea y otorga una
menor citotoxicidad.”® Las cadenas de PEG recubren la superficie de las nanoparticulas
y actlan como una suerte de barrera estérica, reduciendo la fagocitosis y la opsonizacion.
>8 Las caracteristicas anfifilicas del polimero PLGA/PLA-PEG avalan el gran potencial de
desarrollo en la administracién de drogas farmacéuticas, puesto que el nucleo de

PLA/PLGA actiia como depdsito de farmacos hidréfobos, mientras que la zona externa
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otorga una buena dispersidon en la sangre y proteccion contra ataques bioldgicos del
sistema.>® Un valor agregado, se asocia con la facilidad de modificacion de los grupos
terminales de ambos polimeros. Esta caracteristica permite el control del sistema de
liberacion de moléculas cargadas, dependiendo de las zonas cancerigenas objetivo. Las
cuales son comunmente acidas (pH < 6), puede representar un descriptor de la presencia
de células cancerigenas. Por otro lado, en regiones lisosomales y endosomales los rangos
de pH van desde 5.0 a 5.5. 7 Estas variaciones de pH, actian como indicadores de interés
al momento de disefar nanoparticulas que reconozcan y liberen controladamente
drogas bajo condiciones de pH, y no bajo valores de pH neutro como las existentes en el

torrente sanguineo.

Diferentes estudios avalan el uso de estos conglomerados poliméricos, ¢ en conjugacién
con colorantes celulares como RHB B (ver figura 2A) permitiendo un marcaje 6ptimo y
preciso luego que la mayoria del sustrato fue liberado en la zona de interés.®* También
se han reportado sistemas poliméricos conjugados con PEG, los cuales transportan IRI
hacia células tumorales.®® Mas en detalle, los resultados obtenidos por Valencia indican
gue ademas de lograr una liberacién controlada y precisa en la region afectada, y de
aumentar la apoptosis en células cancerigenas, se observé una disminucion de toxicidad
residual del proceso de quimioterapia.®?=®* Sin embargo, a pesar de que se han realizado
estudios de factibilidad en el transporte de farmacos por parte de nanoparticulas
poliméricas conjugadas con PEG, el mecanismo estructural y fisico-quimico adn no es
completamente entendido. ® Aln existen muy pocos datos que indiquen cdmo afecta la
variaciéon en las proporciones de PLA/PLGA: PEG en la liberacion de droga, desde
nanotransportadores poliméricos a nivel molecular. De la misma manera, existe poca
informacidén asociada al cdmo, la variacién de los estados de protonacion de cada uno de
los polimeros que componen la nanoparticula puede afectar la liberacién de farmacos,
considerando que la distribucion de droga se hace en zonas con pH normalmente acido.
66 Dentro de este contexto se hace necesario el estudio de las interacciones polimero-
farmaco que gobiernan el proceso de descarga de moléculas, considerando los ejes de

liberacion y estado de protonacién a nivel molecular.

14


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=rC9lXZ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=yQ3G3Q
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=R22jXV

Dado el rapido desarrollo de recursos y algoritmos computacionales disponibles para

la

investigacion cientifica, y la alta eficacia presentada en andlisis interacciones

intermoleculares y estimaciones energéticas.®’ Las simulaciones de dinamica molecular,

junto con otros métodos de andlisis computacional, pueden convertirse en un agente clave

en el estudio de propiedades estructurales y fisicoquimicas de nanotransportadores. Junto

al analisis detallado de las interacciones energéticas y estructurales que las nanoparticulas

pueden generar con su medio circundante mientras desarrollan procesos de liberacién

controlada.®®

1.5. Simulaciones de dindmica molecular.

Las estrategias de biologia computacional son utilizadas para dar vida a las estructuras
biomoleculares, proporcionando informacién sobre la dindmica natural en diferentes
escalas de tiempo de las biomoléculas en solucién.®® Estas metodologias han permitido
esclarecer el comportamiento de diferentes nanosistemas a nivel atémico, logrando, por
ejemplo, predecir valores de afinidad hacia diferentes drogas.”® Mediante el uso de
métodos tedricos-computacionales de dinamica molecular y de estimacidon de energia
libre, se ha logrado indagar acerca de los mecanismos moleculares que gobiernan las
interacciones ocurridas en los sistemas de estudio,’* aportando valiosa informacién para
el estudio de diversos sistemas bioldgicos, permitiendo asi reducir el nUmero de pruebas
experimentales, o bien entregando informacidn complementaria al trabajo
experimental.”? De manera mas focalizada, los métodos computacionales de dindmica
molecular utilizan las ecuaciones del movimiento Newtoniano como herramienta para
simular la evolucion en el tiempo de un conjunto de atomos que interactdan entre si,
permitiendo ademas evaluar el comportamiento de los sistemas a trabajar bajo
diferentes condiciones iniciales tales como temperatura, presion, volumen o nimero de
adtomos.”® Para simulaciones de dindmica molecular es fundamental determinar la
evolucidn temporal de energia en el sistema en funcién de sus coordenadas atémicas.

En este contexto, el gradiente de la funcion energética esta relacionado con las fuerzas

15


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=0WNARF

gue actuan sobre cada dtomo. El conjunto de funciones de energia potencial de las que
se derivan las fuerzas se denomina comunmente campo de fuerza (ver figura 10), el cual
se describe en términos de energia potencial interatdmica enlazante (enlaces, angulos

de enlace, angulos de torsion) y no enlazante (van der Waals y Coulombica).”

Una serie de analisis relevantes que se puede extraer al momento de realizar dindmica
molecular corresponden a cédlculos de energia libre, los cuales, por ejemplo, permiten
estimar la energia libre de unién resultante de la interaccién de dos o mas estructuras
bioldgicas.”® La energia libre de transicién en un sistema se considera como el valor
termodindmico clave que domina la reversibilidad de transicion de estado, es decir el
valor energético necesario para que el sistema adopte una determinada configuracién
espacial, mediada por interacciones internas (fuerzas de vdw, electrostaticas,
hidrofébicas).”® De esta forma, la energia libre estipula los fundamentos tedricos de una
serie de procesos que abarcan el plegamiento de proteinas, cambios conformacionales
biolégicamente significativos en estructuras moleculares, unién de ligandos a un
receptor, o el proceso de liberacién de un farmaco desde una nanoparticula.”’ La energia
de un sistema se puede calcular a través de la resolucidn de ecuaciones termodindmicas

implementadas e integradas por distintos métodos de calculos de energia.”®

Dentro las metodologias existentes para estudiar procesos de transicidon en sistemas
moleculares, se destaca el método Steered Molecular Dynamics (SMD), el cual
corresponde a un método de dindmica molecular en que se aplica una fuerza externa
sobre un conjunto de atomos de una estructura bioldgica en relacién a un vector de
transicion.”® Como consecuencia, un complejo que se encuentra en estado de equilibrio
es obligado a perder esta condicion, siendo forzado a adoptar conformaciones
estructurales y posicionales que, en procesos de dinamica molecular clasica, seria
imposible alcanzar debido a los tiempos necesarios para que ocurra este proceso. (como
también la idea de este tipo de simulaciones es converger a un minimo energético).& Sin
embargo, SMD permite guiar y acelerar la ocurrencia de procesos de estudio, superando

las barreras energéticas asociadas a estos eventos.®! En este caso particular la igualdad
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de Jarzynski (ecuacion 1) permite establecer una relacion entre la energia libre presente
en dos estados de pseudo-equilibrio, con el trabajo irreversible requerido para el

desplazamiento a lo largo de una serie de estados intermedios.??

(e—W/KbT) =e— AF/KbT

Ecuacion 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.

Por lo cual, SMD es capaz de generar un perfil de fuerza que puede representar
correctamente la afinidad estructural y energética del sistema de estudio.®® De esta
manera la caracterizacién estructural in silico entrega un entendimiento integral de las
caracteristicas y fenomenos que gobiernan el mecanismo de formacioén y carga de
farmacos en nanoparticulas poliméricas, permitiendo generar disefios mejorados y

composiciones prometedoras.?

Considerando los alcances y la robustez otorgada por parte de los métodos
computacionales de dinamica molecular, junto con las metodologias implementadas para
el cdlculo de energia libre como lo es SMD, es que en el presente proyecto de memoria se
propone estudiar el proceso de liberaciédn de drogas anticancerigenas contenidas en
nanoparticulas poliméricas de PLA/PLGA conjugadas con PEG, comparando sistemas que
presenten: 1) variacion en la naturaleza quimica del nucleo polimérico (uso de PLA o PLGA),
2) diversas drogas utilizadas en el estudio y tratamiento del cancer y 3) uso de terminales
con diferente naturaleza quimica unidos a DSPE-PEGao00. Las drogas cargadas al interior de
las nanoparticulas corresponden a un farmaco anticancerigeno (Irinotecan), mas una
molécula de marcaje celular como lo es Rhodamina B. Se propone que a través del uso de
técnicas computacionales como la dindmica molecular y cdlculos de energia libre sera
posible caracterizar la facilidad de liberacion de sustrato, en nanoparticulas poliméricas en
distintos puntos conformacionales y con diferentes caracteristicas de composicion como las

mencionadas con anterioridad (naturaleza del nucleo polimérico y la conjugacion de
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diferentes terminales en DSPE-PEG). Se buscard la respuesta frente a diferentes
interrogantes tales como: ¢Como afecta el estado conformacional de la nanoparticula
(mas abierta o cerrada) a la liberacion de sustrato?, ¢ COmo incide la adicion de terminales
de distinta naturaleza quimica en la afinidad y en la liberacion de farmacos? La respuesta
a estas interrogantes, mds la correcta comprension de cada uno de los ejes abordados
dentro del presente proyecto, en adicién a la obtencién de resultados que avalen vy
clarifiguen el comportamiento de liberacion en nanotransportadores con diferentes
caracteristicas, pueden proporcionar informacion clave para el disefio racional de
prototipos de nanoparticulas poliméricas especificas que permitan el tratamiento dirigido
y seguro en la lucha contra el cancer. En la Figura 5, se presenta un esquema general de los
tépicos abordados en la presente introduccion, indicando el paso a paso a seguir para

abordar los distintos objetivos de esta investigacion.
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Figura 5. Esquema representativo del esquema de trabajo a abordar. Se muestra la estructura
general del proyecto donde, en color gris se denota el desarrollo del presente trabajo investigativo.
En verde se muestra la ultima etapa considerada en el proyecto. En amarillo y lila se muestran
respectivamente otras alternativas de nanoparticulas y tratamientos abordables. Finalmente, en
rojo se muestra una ultima etapa de validacién experimental la cual no sera desarrollada dentro del

presente proyecto, pero que es necesaria en el desarrollo de prototipos farmacoldgicos.
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2. Hipotesis.

Tomando en cuenta los antecedentes previamente expuestos, nosotros
hipotetizamos que “La adicién de grupos terminales COO, NH, 6 OCH:z en
polimeros de DSPE-PEGzo00 presentes en la superficie de nanoparticulas
poliméricas, gatillan cambios conformacionales en el nanotransportador que
inciden directamente en los perfiles de fuerza asociados a la liberacion de

farmacos cargados en el interior del nanotransportador”.

3. Objetivos.

3.1. Objetivo general.

Evaluar si la adicién de grupos terminales COO", NH, 6 OCHs en polimeros de DSPE-
PEG2000 presentes en la superficie de nanoparticulas generan cambios estructurales
en el nanotransportador que inciden directamente en los perfiles de fuerza
asociados a la liberacion de agentes citotdxicos, desde el interior de nanoparticulas

poliméricas basadas en PLA o PLGA y DSPE-PEG2o0o0.

3.2. Objetivos especificos.

Generar modelos estructurales de polimeros de PLA/PLGA, DSPE-PEGao00 Y
moléculas farmacoldgicas para estudios computacionales.

Conformar vy refinar modelos estructurales de nano-superficies poliméricas
compuestas por PLGA/PLA: PEG, farmaco y/o biomarcador incorporando DSPE-PEG
conjugado con terminales COO, NH, y OCHs como primera capa.

Evaluar la estabilidad estructural de los complejos nano-superficie:droga
previamente disenados.

Estimar perfiles de fuerza asociados a la liberacién de drogas anticancerigenas desde

nanotransportadores poliméricos.
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4. Materiales y métodos

El presente trabajo tiene como finalidad el estudio de los factores estructurales vy

energéticos asociados a la liberacién de fdrmacos, desde nanotransportadores poliméricos

compuestos por PLA: PEG y PLGA: PEG. Asi, se utilizaron metodologias de dinamica

molecular clasica, con el motivo de minimizar y evaluar la estabilidad estructural en cada

uno de los complejos construidos, donde posteriormente se evaluaron las fuerzas

involucradas mediante el método de Steered Molecular Dynamics (SMD), tal como se

detalla en el diagrama presente en la figura 5.

Molview
Obtencidn de estructuras
R tridimensionales
CgenFF
VMD
MarvinSketch Preparacidn de sistemas
Packmol
Ejecucion de dinamicas
maoleculares bleiloe
Evaluacion de energia .
mediante SMD ZoilpE

Figura 6: Esquema de las metodologias a abordar. En celeste se presentan los puntos principales

a abordar dentro de la presente metodologia, mientras que los recuadros laterales corresponden

a las herramientas utilizadas para el cumplimiento de cada punto.
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4.1 Modelar polimeros representativos de PLA/PLGA, DSPE-PEGzo0 y moléculas

farmacolégicas.
4.1.1. Modelado y preparacion de estructuras tridimensionales de polimeros y
farmacos.
Para el estudio de los complejos nanotransportador-farmaco se dibujaron las estructuras
moleculares representativas para el colorante RHB, y la droga anticancerigena IRI (Figura
2), mediante el uso de la herramienta web Molview. 84 Este servidor web, permite dibujar
y disefar estructuras moleculares de forma facil y gratuita. Mientras que, para la
obtencién de las estructuras representativas de PLA, PLGA y DSPE-PEG2o00, se utilizo el
servidor CHARMM-GUI, el cual corresponde a una plataforma web que permite la

generacion de diversos sistemas iniciales para simulacion molecular.

Considerando que el uso de mezclas racémicas de PLA mejora la estabilidad de
nanoparticulas en agua y la capacidad de carga de farmacos,® el polimero de PLA fue
conformado por cadenas de 64 mondédmeros de acido lactico en forma racémica, mientras
gue PLGA incluyo una composicién de 48 mondmeros de acido lactico y 16 de acido
glicélico ensamblados de forma alternada, siguiendo lo realizado por Stipa vy
colaboradores.® Asi también, la estructura de PEG a utilizar corresponde a una variante
denominada DSPE-PEG;o00 (Figura 7), el cual se presenta como una estructura pseudo-
lipidica que tiene anexada una cadena de PEG de 45 repeticiones en el extremo terminal
de la cola hidrofdbica. Esta variante de PEG es utilizada ampliamente como preparacion
PEGilada para micelas de polimeros, nano-plataformas como liposomas, nanoparticulas
de lipidos sdlidos y micro emulsiones. Se generaron tres variantes de DSPE-PEG2000,%788
las cuales se diferencian mediante por la adicion de tres diferentes terminales (X=
OCH2COOH, OCH3 y NH2), las cuales se muestran en la Figura 7. Estas moléculas
terminadas en grupos acido carboxilico, metoxi y amino, han mostrado otorgar a la
nanoparticula la capacidad de censar el pH fisioldgico, permitiendo asi identificar zonas
acidas, las cuales se atribuyen a dareas con presencia de células cancerigenas, y

finalmente liberar de forma controlada la droga almacenada en el nanotransportador.>°
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1. DSPE-PEG(2000)Carboxi terminado; X = OCH,COOH
2. DSPE-PEG(2000)Met-oxi terminado; X = OCH,
3. DSPE-PEG(2000)Amino terminado; X = NH,

Figura 7: Estructura molecular de DSPE-PEGag0. Estructura bidimensional de DSPE-PEG,
donde la X indica el sitio donde cada uno de los residuos funcionales listados (1-3) seran

afnadidos a la molécula.

4.1.2. Parametrizaciéon de las estructuras generadas.
Tras el disefio y modelado de cada una de las estructuras, se continud con ordenar y ajustar
el formato de cada uno de los archivos de coordenadas generados mediante el software
OpenBabel, el cual presenta como caracteristicas principales el manejo, lectura, escritura e
interconversion de mas de 110 formatos de archivos quimicos. 8 Las estructuras generadas
fueron parametrizadas a través del servidor web ParamChem,® el cual permite la
parametrizacién automatica de una gran cantidad de grupos quimicos moléculas similares
a farmacos y biomoléculas, basandose en la aplicacién del campo de fuerza general de
CHARMM o CGenff (por sus siglas en inglés Charmm general force field).°! Debido al gran
tamafio de los polimeros resultantes (considerando las 45 repeticiones de polietilenglicol),
fue necesario seccionar la molécula polimérica en dos diferentes secciones: 1) La region
fosfolipidica mds el grupo amino hasta 15 repeticiones de PEG y 2) Las 30 repeticiones
restantes mds cada terminal COO-, NH,y OCHs. Por lo cual, se parametrizo cada regién por
separado, y finalmente se ensamblo la molécula mediante un parche disefiado

especialmente para cada molécula de PLA-DSPE-PEG y PLGA-DSP-PEG.
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4.1.3. Estados de protonacidn de farmacos y biopolimeros.

Con la finalidad de simular cada estructura segun las condiciones fisioldgicas vy
experimentales, se determind el estado de protonacion de los farmacos en estudio (RHB
e Irinotecan) y los polimeros asociados (PEG, PLAy PLGA), en todo el rango de pH a través
del software MarvinSketch.%? Este software utiliza la estructura bidimensional de cada
droga para estimar probabilidad de encontrar las moléculas en diferentes estados de
protonacion (cargadas o neutras) a través del calculo de pKa. De esta manera, fue posible
decidir el estado de protonacion de cada estructura segun el rango de pH al cual sean

ejecutadas las dindmicas moleculares.

4.2. Generar modelos estructurales de nano-superficies poliméricas compuestas por
PLGA/PLA: PEG, farmaco y/o biomarcador, incorporando DSPE-PEG conjugado con
terminales COO, NH, y OCHz como primera capa.

4.2.1. Crear configuraciones de estructuras iniciales para los sistemas a simular.
Debido al gran numero de 4tomos asociado a elaborar un modelo estructural de
nanoesferas, se decidié la construccidon de nanosuperficies inspiradas en una porcién de
nanoparticula tal como se muestra en la figura 8, lo que permite disminuir el coste
computacional asociado al ensamble y analisis de los nanocarriers, sin perder las

propiedades fisicoquimicas y conformacionales.

Figura 8: Fundamento de la seccion escogida para la elaboracion de las superficies nano
poliméricas. Se ejemplifica la seccidn escogida del nanocarriers, para la elaboracién de las

nanosuperficies, donde en Cian se muestran las cadenas de DSPE-PEG.o0 que recubren la
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superficie en ambas caras del eje Z, mientras que en mostaza se presenta el nucleo polimérico

de las nanoparticulas (PLA /PLGA).

En base a lo anterior, se empled un protocolo para ensamblar los distintos componentes
de las nanosuperficies, considerando el uso del software packmol y dindmica molecular
cldsica. Packmol consiste en un algoritmo capaz de encapsular millones de datomos,
agrupandolos en estructuras moleculares arbitrariamente complejas, dentro de una
variedad de disposiciones tridimensionales. Las regiones abordadas pueden ser
intersecciones de esferas, cilindros, elipses, planos o cajas.®® Las simulaciones de
dinamica molecular clasica se realizaron a través del software NAMD, el cual corresponde
a un software de dindmica molecular paralelizable, orientado a la simulacién de alto
rendimiento de sistemas biomoleculares grandes. NAMD es adaptable a cientos de
procesadores en plataformas paralelas de alta gama de unidades de procesamiento
grafico (GPUs), asi como a decenas de procesadores en clusteres de productos basicos
de bajo costo, ademas de poder ejecutarse en computadoras de escritorio y portatiles
individuales.®* Especificamente la version a utilizar corresponderd a NAMD3, la cual
presenta un nuevo modo de cdlculo de un solo nodo por réplica residente en GPU, lo
cual se espera pueda acelerar las simulaciones hasta dos o mas veces para arquitecturas
GPU modernas.” El uso del software, se detalla en la figura 9. Donde se indican los
distintos tipos de archivos clave necesarios, como topologias y parametros, para llevar a

cabo la ejecucidn de simulaciones de dinamica molecular a través de NAMD.
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Figura 9: Flujo de trabajo correspondiente al uso basico del software de dindamica molecular
NAMD. Este diagrama contiene tanto los pardmetros necesarios para cada proceso, como

también el flujo que realiza el software para estimar cada calculo. Figura extraida de referencia.

94

Se utilizard un modelo estandar de aguas explicitas TIP3P°® a través del campo de fuerza
CHARMM36.%7°8 Un campo de fuerza consiste en el conjunto de funciones, variables y
pardmetros que permiten determinar la energia potencial, lo cual va asociado a las
coordenadas cartesianas del sistema a estudiar.®® La mecanica molecular (regida en base
a la mecanica clasica), permitira realizar una aproximacion de las variables, considerando
los &tomos y enlaces del sistema como esferas y resortes. La aproximacion dada por la
férmula ilustrada en la figura 10 permite la descripcidén de las interacciones enlazantes
(enlaces covalentes, angulos, angulos diedros, y angulos impropios) y no enlazantes
(interacciones electrostaticas, que se rigen por el potencial de Coulomb, debido a las

cargas, y de van der Waals, que se rigen por el potencial de Lennard-Jones).1%°
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Figura 10: Ecuacion de la funcién de energia potencial para un campo de fuerza, utilizada para

aproximar las fuerzas atémicas que gobiernan el movimiento molecular. De manera general las
fuerzas atdmicas que gobiernan el movimiento molecular se pueden dividir en aquellas causadas
por interacciones entre &tomos que estan unidos quimicamente entre siy aquellas causadas por

interacciones entre dtomos que no estan unidos.!®® Figura rescatada de referencia.'®!

Como primer paso se conformaron los nucleos poliméricos, ubicando dentro de un
espacio de 25 A3 un total de 25 cadenas de PLA y 27 cadenas en el caso de PLGA. Con la
finalidad de imitar las condiciones experimentales en los sistemas generados, se aplicd
una temperatura de 310 K y una presion de 101,325 kPa o 1 atm, mediante los métodos
del termostato y pistdn de Langevin.%? Estos algoritmos, disminuyen la frecuencia de
colision debido a los gradientes de presion y temperatura que se podrian llegar a formar,
esto debido a que el algoritmo de Langevin es regido bajo el tratamiento de los grados
de libertad del modelo. En ambos casos, se aplicé una minimizacién de 15000 pasos y un
equilibrado de 50 ns en vacio, con la finalidad de compactar el nucleo (Figura 11A). Se
continuo, con la agregacion de 50 cadenas estiradas de DSPE-PEG repartidas
equitativamente, en la regidn superior e inferior del centro hidrofébico como se
ejemplifica en la Figura 11B. Luego, se aplicé dindmica molecular clasica en vacio durante
100 ns, permitiendo acomodar el sistema (Figura 11C). Finalmente, cada modelo fue
solvatado con aguas tipo TIP3P en el eje z considerando desde el ultimo atomo de la
superficie hasta 180 A hacia la direccién opuesta, junto con lo cual, se agregd una
concentracion total de iones del 0,15 mol/L. El modelo obtenido tras este procedimiento

se muestra en la figura 8D. Cabe sefialar que, considerando la combinatoria entre cada
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uno de los terminales conjugados con PEG (COO, NH3, OCH3), junto con las drogas
utilizadas (RHB e Irinotecan) y las dos opciones de polimero (PLA/PLGA) usables para la

conformacion del nucleo, es que se obtiene un total de 12 modelos diferentes.

-

Figura 11: Paso a paso del modelado de sistemas iniciales. A) Nucleo hidrofébico compactado,
B) Agregacion de cadenas de DSPE-PEG,000 de manera equitativa con respecto a lados opuestos
del eje z del nucleo, C) Nanosuperficie polimérica equilibrada en vacio, D) Sistema nano
polimérico solvatado. En mostaza se indica el nicleo hidrofébico de las nanosuperficies,
pudiendo ser constituido por PLA o PLGA, en Cian se muestran las cadenas de DSPE-PEG2o00 que

recubren la superficie en ambas caras del eje Z.
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4.3 A Evaluar la estabilidad estructural de los complejos nano-superficie: droga
previamente disefiados.

Con motivo de evaluar la estabilidad de cada sistema, se analizo el grado de compactacion
en cada uno de los modelos generados mediante dos enfoques principales. En primer lugar,
se calculé la distancia promedio, entre cada uno de los terminales conjugados con el DSPE-
PEG2000 pudiendo ser estos COO", NH, o OCHs y el centro de masa del sistema, durante el
tiempo de simulacién (50 ns). Como segundo método, se midié el nUmero de aguas que

entra al nucleo polimérico (PLA o PLGA) a lo largo de la simulacidn.

4.4. Estimar perfiles de fuerza asociados a la liberacion de drogas anticancerigenas desde
nanotransportadores poliméricos mediante cdalculos de simulacion molecular
dirigida.

4.4.1. Extraccion de drogas desde el interior de nanoparticulas poliméricas a
través de SMD
Con la finalidad de obtener los perfiles de fuerza asociados a la liberacién de fdrmaco en
cada uno de los sistemas generados, se realizaran calculos fuera del equilibrio a través
del método Steered molecular dynamics (SMD). Este protocolo corresponde a un tipo de
dinamica molecular particular donde es aplicado un vector direccional a una molécula o
proteina con el motivo extraer dicha estructura mediante la aplicacién de fuerzas
externas.’® En una simulacién SMD tipica, se aplica un vector externo a uno de los
extremos de la estructura molecular a analizar el cual permite desplazar a la molécula en
la region en la cual se desea explorar, mientras que el extremo opuesto es fijado en el
espacio actuando como un punto de referencia para la molécula, permitiendo investigar
cémo responde la molécula al estrés mecanico.'%%1% En un anélisis SMD, el vector de
fuerza es aplicado a través de un resorte armonico virtual unido a la estructura a extraer,
105 3celerando el proceso de salida del farmaco, proceso el cual no es observable en una
dindmica molecular cldsica.’® En SMD se obliga a una molécula a recorrer una
coordenada de reaccion determinada, permitiendo que el sistema (nanoparticula-droga)
salga de su equilibrio conformacional al explorar nuevos minimos y maximos de energias.

105 1 3 fuerza leida a lo largo del tiempo es calculada y registrada en forma de diagrama,
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el cual muestra la distribucidn de fuerzas en cada uno de los diferentes estados atdmicos
de reaccion asociados a la molécula de estudio y las interacciones con cada uno de los
elementos del sistema.1% Una via para aplicar fuerzas externas a un complejo molecular
es mediante la restriccion armdnica del ligando hasta un punto en el espacio a través de
una variable colectiva. La regidén de sujecion se mueve en la direccidn electa, logrando
que el ligando explore nuevas interacciones a lo largo de la via de desvinculacion.

Asumiendo una sola coordenada de reaccidn x, y un potencial externo, tenemos que:
K(x —x,)?
2

Donde K es la rigidez del resorte o constante de fuerza de tiro, Xo es la posicion inicial del

punto de restriccién que se mueve a una velocidad constante v. De esta manera la fuerza

externa ejercida sobre el sistema puede ser expresada como:
F=K (Joc + vt — x)

Esta fuerza corresponde a la fuerza de tiro aplicada sobre el ligando por un resorte
armonico de rigidez K con su extremo moviéndose con velocidad constante v. De manera
alternativa, es posible seleccionar un punto de restriccidn fijo, a una distancia bastante
mas grande que la longitud de la via de desacoplamiento. En este caso, el extremo del
resorte es estatico y su rigidez aumenta linealmente con el tiempo,'%’ es decir, K = at, y
la fuerza es:

F=at (xo— x)

Para llevar a cabo las simulaciones SMD en los complejos de nanoparticula-droga, se
utilizaron como punto de partida las conformaciones finales del proceso de simulacién
molecular cldsica. Agregando el fdrmaco en una regidn distante de los terminales
presentes en DSPE-PEG2o00, con la finalidad de que no se presentaran interacciones

inmediatas.
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Como primer paso y a modo de facilitar el analisis se restringié armdnicamente el centro de
masa de todo el sistema (nanoparticula-farmaco), al centro de coordenadas mediante el
uso del mddulo colvars.'% A través el mismo método, se aplicaron restricciones a la droga
de estudio, con la finalidad de lograr que esta solo se desplazara a través del eje z
correspondiente al sistema. Mediante SMD, se aplicé una velocidad de tiro de 2 A/ns sobre
el centro de masa del ligando, llevandolo hasta un punto donde se tenga certeza de que la
estructura molecular no tendrd interaccidon con la nanoparticula. Para asegurar el correcto
muestreo de la coordenada de reaccidn, se realizardn 3 réplicas para cada calculo SMD,
asegurando con esto condiciones iniciales distintas. En base a los perfiles de fuerza y trabajo
obtenidos con SMD, se obtuvieron los perfiles de fuerza media (PMF) asociados a la
extraccion de la droga desde el interior del nucleo hidrofébico de nanoparticulas
poliméricas, y se identificaron conformaciones e interacciones claves que ocurran a lo largo
de la via de salida de cada farmaco. Adicionalmente, se realizé el analisis del nimero de
puentes de hidrogeno generados entre ambos farmacos y el sistema nanopolimérico, y se

compard con los puntos maximos de fuerza obtenidos por SMD.
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5. Resultados

5.1 Estructuras de farmacos y biopolimeros, y sus correspondientes estados de
protonacion.

Las estructuras moleculares de los polimeros (PLA, PLGA y DSPE-PEG2000) y fdrmacos (RHB
e Irinotecan) utilizados en la construccion de los sistemas fueron preparadas considerando
pH Fisiolégico. Para ello cada molécula fue sometida a un analisis de pKa a través del
software MarvinSktech, donde se obtuvieron las conformaciones mas probables para cada
molécula a lo largo del espectro de pH, donde fueron seleccionados los estados mas
probables a pH 7. En cuanto a las moléculas farmacoldgicas, para el caso de RHB (figura 12-
A) se presenta la protonacién del nitrégeno perteneciente a uno de los grupos etilamina,
por otro lado, el grupo carboxilo perteneciente al carboxifenil, pierde su protén concibiendo
una regién cargada negativamente, lo que permite el establecer interacciones
electroestaticas.'? Por otro lado, IRl en condiciones fisioldgicas se encuentra en estado
mono catiénico presentando el nitrégeno correspondiente al grupo piperidina mas externo,
protonado (figura 12B). 1° En cuanto a los polimeros, en el caso puntual de PLA (figura 12C)
y PLGA (figura 12D) ambos terminales carboxilos (relacionados a 4cido lactico) se
encuentran deprotonados, dando paso a COO el cual confiere una carga neta
negativa.'’>112 En el caso de DSPE-PEGa00 (Figura 12E), este presenta tres estados de
protonacion en razéon de las variantes de los terminales conjugados, los cuales

corresponden a COO-, NH, y OCH3.113.114
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Figura 12: Estructuras moleculares utilizadas en la construccion de los sistemas nano poliméricos,
farmaco y marcador, en su correcto estado de protonacion. A) RHB, B) Irinotecan, C) PLA, D) PLGA,
E) DSPE-PEG 000

5.2 Analisis de estabilidad estructural y compactacion, para cada sistema generado.

Se estudio el nivel de compactacion de cada sistema en el tiempo, durante un periodo de
50 ns de simulacién molecular, mediante dos enfoques diferentes. En primer lugar, se midié
la distancia promedio de cada terminal de DSPE-PEGo00 al centro de masa de la superficie
nanopolimérica en todos los puntos de la dindmica. Los resultados obtenidos se ilustran en
la figura 13, donde a la derecha, se muestran los valores correspondientes a los sistemas
con nucleo de PLA, en los cuales se puede observar que, a medida que aumenta el tiempo
de simulacién las distancias desde los extremos terminales de PEG al centro de la
nanosuperficie tiende a crecer, lo cual indica que la interaccién con el solvente fuerza la

apertura y descompactacion de las superficies. Se observa que el terminal COO- presenta
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los valores de distancia promedio mas altos entre los distintos terminales a lo largo de la
simulacién molecular, superando los 90 A de distancia a los 7 ns, mientras que en ningun
punto de la dindmica NH2 y OCH3 logran alcanzar este umbral. Los valores de distancia
finales para los terminales carboxilo, amino y metoxilo son 96.08, 87.86 y 86.28 A

respectivamente.

En cuanto a los resultados obtenidos para los sistemas construidos con nucleo de PLGA
(grafico de la derecha en figura 13), es posible evidenciar que los complejos con
terminaciones COO- presentan mayores distancias por nanosegundo con respecto a
sistemas con terminales NH2 y OCH3, llegando inclusive a superar los 10 A de diferencia en
determinados puntos de la dindmica molecular. Por otra parte, las curvas asociadas a los
otros dos terminales son similares llegando a superponerse en diferentes puntos
posteriores a los 17 ns, sin embargo, a partir del nanosegundo 45, se ve un incremento en
la distancia asociada al sistema con terminacion metoxilo, superando los valores reportados
para el amino terminal. Los valores de distancia promedio a los 50 ns de simulacién para

COO-, NH2 y OCH3 son 96.86, 84.36 y 88.76 A.

Si se comparan ambos tipos de sistemas (nucleos basados en PLA y PLGA), la variacion de la
distancia hacia el centro de masa, provocada por el cambio en la naturaleza del nucleo del
nanotransportador, en los puntos finales de la simulacién es de menos de 3.5 A entre cada
tipo de terminal, por otra parte, en ambos casos los sistemas con grupos COO" fueron los
gue tuvieron distancias mayores al centro de masa, lo cual se encuentra relacionado a la
interaccion los terminales cargados negativamente, con cationes de sodio presentes en el
ambiente,'® una gran concentracion de estos atraen a los carboxilatos mediante
interacciones electroestaticas, permitiendo el estiramiento de las cadenas de PEG. Del
mismo modo, debido a la falta de elementos cargados en los terminales NH; y OCHjs, es que
no ocurre este tipo de interacciones, por lo cual las curvas asociadas a estos dos terminales

siguen tendencias similares.'®
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Figura 13: Distancia promedio de cada terminal al centro de masa de la nanosuperficie a lo largo
del tiempo de simulacidn (50 ns). Se indica con colores a que terminal corresponde cada curva,
siendo; Negro-COO", Rojo-OCHs y Verde-NH;

Como segundo eje del estudio del nivel de compactacidon de cada una de las variantes de
las nanosuperficies poliméricas, se analizé el nUmero de aguas que ingresaron al nucleo
(PLA/PLGA) en cada punto de los 50 ns de simulacién molecular. En la figura 14 se muestran
los graficas que contienen las curvas obtenidas del analisis mencionado, para cada uno de
los sistemas ensamblados. A la izquierda, se indican los resultados obtenidos para los
sistemas con nucleo basado en poliacido lactico, en el grafico se puede apreciar que hasta
aproximadamente los 11.4 ns los valores entre sistemas son similares, existiendo entre
OCHs y NH: (los valores mds altos y bajos respectivamente, en ese punto) una diferencia de
5 moléculas de agua. Posterior a ese instante, la cantidad de aguas presente en el nucleo
del sistema con terminales OCH3, aumenta drasticamente llegando a 131 moléculas al final
de la simulacion. Mientras que los complejos con terminales NH, y COO", que presentan
valores de numero de moléculas similares hasta el nanosegundo 36, alcanzan 71 y 52
moléculas de agua dentro del nucleo en el punto final de la simulacién. Por otro lado, en el
caso de los sistemas ensamblados con PLGA, (grafico de la derecha en la figura 14), es
observable que el modelo que presenta terminales amino, cuenta con el menor nimero de
aguas en su nucleo al termino de los 50 nanosegundos, con un total de 38 moléculas,

seguido del terminal carboxilo con 69 y nuevamente la terminacién metoxilo con 85. Lo cual
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indica, que la aplicacién de terminales cargados, permite la entrada de un menor nimero

de aguas, respecto a terminales no protonables como OCHs.

A diferencia de lo que se podria esperar, complejos poliméricos con terminal COO;, los
cuales presentan una mayor distancia promedio hacia el centro de masa del sistema (tanto
en nucleos de PLA como PLGA), cuentan con una concentracién de agua en los nucleos
menor a la esperada. Fendmeno que puede encontrar su respuesta en la capacidad de
formacién de puentes de hidrogeno entre los oxigenos presentes en el terminal, y las aguas
circundantes en el medio, reteniéndolas y retardando su avance hacia el nucleo. Algo similar
ocurre con el terminal NH, donde el nitrégeno puede actuar como donador de enlaces de
hidrogeno con las aguas presentes en el sistema. Por otro lado, el terminal OCHs al no
presentar estructuras que le permitan formar este tipo de interacciones, resulta mas facil

que moléculas de agua avancen hacia el nucleo polimérico.
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Figura 14: Cantidad de aguas que ingresa al nucleo de las nanosuperficies, a lo largo del tiempo
de simulacion (50 ns). Se indica con colores a que terminal corresponde cada curva, siendo; Negro-

COO', Rojo-OCH3 y Verde-NH;
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5.3 Extraccidn de drogas desde el interior de nanoparticulas poliméricas a través de

SMD.

El punto de inflexién en el presente estudio corresponde a la creacién de modelos de
nanoparticulas poliméricas con variaciones en sus propiedades fisicoquimicas, que
permitan la liberacién controlada de farmaco dependiente de las modificaciones
estructurales aplicadas. Es por ello, que cada sistema fue duplicado, para posteriormente
agregar una molécula de RHB e IRI (una en cada duplicado). Luego, se realizd la extraccion
de cada droga a través de la superficie correspondiente mediante SMD, con la finalidad de
obtener los perfiles de fuerza asociados al proceso de liberacidn de farmaco. Los resultados
obtenidos para cada molécula farmacoldgica, considerando cada uno de los diferentes
sistemas, se muestran en las figuras 15 para RHB y 17 para Irinotecan. Las cuales contienen
las graficas de fuerza vs posicién de la molécula en el eje z, para cada una de las tres réplicas
de SMD realizadas, donde ademads se indican los puntos de fuerza maxima entre cada
replica para por sistema, estos puntos se encuentran relacionados a las conformaciones
espaciales indicadas en la figura 16 para RHB (ver en material suplementario para
Irinotecan). Cada una de las graficas, se encuentra seccionada a diferentes regiones, las
cuales corresponden a los medios que atraviesa la molécula de RHB mientras a lo largo del
proceso de dindmica molecular dirigida, siendo estos: agua (azul), DSPE-PEG;000 (celeste) y
el nucleo compuesto por PLA/PLGA (amarillo). En la figura 15, se presentan las curvas de
fuerza asociadas al paso de RHB a través de los distintos modelos de nanosuperficie
polimérica, donde, se puede observar que los valores de fuerza aplicada a la molécula
mientras se encuentran en agua, son practicamente idénticos al cuando atraviesa PEG, sin
superar las 10 kcal/mol/A en ambos casos. Luego, la fuerza aumenta a medida que el
biomarcador se acerca al nucleo, siendo especificamente en esta region donde ocurren los
puntos maximos, superando en cada sistema las 30 kcal/mol/A. Se observa que la cantidad
de fuerza aplicada en esta zona varia dependiendo de la naturaleza del nicleo, donde en
centros basados PLA, los valores de fuerza para los terminales OCHs y NH2 no superan las
40 kcal/mol/A, mientras que en el modelo con terminal COO- solo una de sus réplicas supera

las 55 kcal/mol/A, las otras dos se mantienen en el rango de los terminales antes
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mencionados. En cuanto a los modelos que presentan PLGA como nucleo, es posible sefialar
que la fuerza aplicada presenta valores cercanos a las 50 kcal/mol/A en las superficies con
terminales OCHs y NH; mientras que solamente una de las réplicas de COO- supera ese
rango. Lo anterior, podria traducirse en que las interacciones del marcador con este
polimero tienden a ser mas fuertes, lo que a su vez podria ser interpretado como una
liberacion mas lenta del fluoréforo, con respecto a lo que ocurre en sistemas conjugados
con PLA. Un fendmeno a destacar, corresponde a lo que sucede con la nanosuperficie
conjugada con terminaciones NH; y nucleo basado en PLGA, la cual presenta los valores de
fuerza mas altos, durante el tracto mas largo, superando las 35 kcal/mol/A desde
aproximadamente los -25 hasta los 40 A en el eje Z. Lo cual podria ser evidencia de que este

sistema podria presentar los periodos de liberacién mds prolongados, entre este grupo de

modelos.
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Figura 15: Perfiles de fuerza asociados al paso de RHB a través de cada uno de los sistemas
generados (50 ns). Cada una de las tres replicas se ve representada por un color especifico, la
primera de azul, la segunda por verde y la tercera por anaranjado. Mientras que las tonalidades del

fondo del grafico representan los medios por los cuales pasa el fdrmaco a lo largo de la dindmica.
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En la figura 16, se ilustran las conformaciones estructurales que adopta RHB y su entorno
(moléculas hasta 5 A de distancia), en cada uno de los puntos méaximos de fuerza reportados
en los graficos de la figura 16. En cada imagen se puede apreciar que, las principales
regiones de interacciéon de RHB tanto con PLA y PLGA, se encuentran dadas por la polaridad
que otorgan el grupo carboxilo perteneciente al carboxifenil (el cual presenta carga
negativa) y los nitrégenos pertenecientes a los grupos etilamina (dentro de los cuales uno
se encuentra protonado), permitiendo la generacién de interacciones electroestaticas con
los atomos de oxigeno presentes en los polimeros que componen al nucleo de las
nanosuperficies. Mientras que, los grupos etil unidos a las aminas exteriores dan paso a
interacciones hidrofdbicas con los grupos metil presentes en PLA y PLGA. Por otra parte, es
necesario indicar que los valores de fuerza mayores en PLGA respecto a PLA fueron dados
predominantemente por la complejidad en el empacamiento del polimero alrededor de
RHB, ocasionando una mayor cantidad de contactos entre el polimero y el fluoréforo,
aumentando la afinidad entre ambas estructuras y dificultando el paso de la molécula hacia
el exterior de la nanosuperficie polimérica. Mientras que, en los sistemas constituidos por
PLA, la densidad de polimero alrededor de RHB es menor, lo que hace que se presente una
menor afinidad respecto a sistemas constituidos por PLGA y facilitando el paso de Rodamina

B a través de la region del nucleo y de la nanoparticula en si.
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Figura 16: Conformaciones estructurales adoptadas por RHB en los puntos fuerza maxima (50 ns).
Cada letra hace alusion a los puntos de maxima fuerza indicados en la figura 15 correspondiendo a:
A) PLGA-COO, B) PLGA-NH,, C) PLGA-OCHjs, D) PLA-COO'". E) PLA-NH, y F) PLA-OCH3

Los perfiles asociados al paso de IRl a través de las diferentes variaciones de sistemas se
muestran en la figura 17 (para conformaciones correspondientes a los puntos maximos
revisar anexos). Donde, de manera similar a lo ocurrido para RHB, la fuerza aplicada para
trasladar el farmaco a través del medio acuoso, es practicamente la misma que la requerida
para moverse entre los terminales, lo cual podria tener su causa en las fluctuaciones libres
gue estos realizan al estar en contacto con el solvente, facilitando el paso del farmaco en

esa region.
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Mientras que los mdaximos de fuerza nuevamente se dan en la zona correspondiente al
nucleo, siendo mayores en sistemas que presentan PLGA, en los cuales los puntos mds altos
de fuerza por sistema superan las 45 kcal/mol/A siendo el sistema conjugado con NH; el
que presenta el valor de fuerza mas alto con 66 kcal/mol/A. Por el contrario, los modelos
con nucleo compuesto por PLA conjugados con terminales COO™ y OCHs no superan en
ninguna de sus réplicas las 40 kcal/mol/A, mientras que, en el sistema que presenta NH,,
solamente la tercera replica supera esta barrera llegando a las 54 kcal/mol/A. Lo anterior
respalda la proposicion de que nanoparticulas que se encuentren compuestas por PLGA

presentaran tazas de liberacion de farmaco mas prolongadas con respecto a modelos que

utilicen PLA.
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Figura 17: Perfiles de fuerza asociados al paso de IRl a través de cada uno de los sistemas
generados (50 ns). Cada una de las tres replicas se ve representada por un color especifico, la
primera de azul, la segunda por verde y la tercera por anaranjado. Mientras que las tonalidades del

fondo del grafico representan los medios por los cuales pasa el farmaco a lo largo de la dindmica.
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5.4 Analisis de los efectos provocados por el paso de las drogas a través de los
sistemas generados.

Considerando la capacidad de los polimeros para formar puentes de hidrogeno!!”1%8 y Ia
presencia de grupos polares tanto en IRl como en RHB, los cuales facilitan la generacién de
este tipo de enlaces,!!9120 es que se analizd el numero promedio de enlaces de hidrogeno
generados con cada fase (solvente, PEG y PLA/PLGA) en el transcurso de las molécula
farmacoldgicas, a través de cada modelo de nanoparticula generado, para asi, determinar
la relevancia de este tipo de interacciones en las curvas de fuerza obtenidas. Por otro lado,
nuevamente se analizdé el numero de aguas que llega hasta el centro del sistema y la
distancia promedio de los terminales de DSPE-PEGz000 al centro de masa de cada sistema
con la finalidad de comprender y cuantificar los efectos del paso de RHB e IRI a través de
cada uno de los modelos generados. En la tabla 1, se indica el promedio de enlaces de
hidrogeno entre rodamina y los tres medios que atraviesa el fluoréforo, para cada una de
las tres réplicas de SMD ejecutadas. Junto con, el nUmero promedio de moléculas de agua
presentes en el nlcleo de los sistemas y de distancia entre las terminaciones y el centro de

masa de las nanosuperficies, en el Gltimo punto del proceso de dinamica molecular dirigida.

Lo primero que se puede observar, es que el nimero de puentes de hidrogeno generados
entre RHB y el solvente, es casi 6 veces mayor respecto a los reportados cuando la molécula
atraviesa tanto PLA/PLGA como DSPE-PEG,o00. Mientras que, la diferencia en los valores
promedio de los puentes de hidrogeno generados entre estos dos ultimos, para cada
modelo generado, no supera el orden decimal. Lo que no es concordante, con los valores
presentados en las graficas de fuerza obtenidas de SMD. Por lo que si bien, se ratifica la
ocurrencia de este tipo de interacciones entre la RHB y los sistemas generados, no se
presentaron indicios de que este tipo de interacciones favorezcan y describan la afinidad
dada entre los sistemas nanopoliméricos y el biomarcador. Este mismo fendmeno, se repite
para IRl (revisar tabla 1 anexo). Respecto al nimero de aguas presentes en el nucleo y la
distancia promedio de los terminales al centro de masa de cada sistema, en los puntos

finales de simulacién, es posible observar que, los sistemas que tienen nucleo basado en
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PLGA, presentan una distancia terminal-centro de masa menor que los compuestos por PLA,
lo cual podria asociarse a un menor grado de apertura de las nanoparticulas, aumentando
el tiempo del proceso de liberacion de farmaco. Lo cual se correlaciona, con las diferencias
de valores de fuerza obtenidos en el proceso de SMD, entre ambos tipos de sistemas. Por
otro lado, nuevamente, al igual que ocurre en los resultados presentados en la figura 13,
los sistemas con terminales COO™ presentan distancias mayores al centro de masa respecto
a los terminales amino y metoxilo, lo cual podria traducirse en que estos se encontrarian
mas abiertos. Mientras que, el sistema NH2-PLGA presenta el menor valor de distancia
promedio para los modelos asociados con RHB, lo cual podria estar asociado a que este
complejo sea el que presenta los valores de fuerza mds altos, durante el tracto mas largo

segun los resultados indicados en la figura 15.

Tabla 1: Resumen de propiedades estructurales e interacciones de hidrogeno asociadas al
paso de RHB a través de los sistemas generados.

Sistema N2 prom.de N2 prom.de N2 prom.de N2 aguas X de
puentesde puentesde puentesde presentes  distancia de
hidrogeno hidrogeno hidrogeno en el los
con acuosa. con nucleo con DSPE- nucleo. terminales

(PLA/PLGA). PEG2000. al centro de
masa (A)
COO/PLA 6,94 1,36 1,34 810 95,06
COO/PLGA 6,92 1,45 1,32 874 91,02
OCHs3/PLA 7,06 1,43 1,27 843 90,40
OCH3/PLGA 5,53 1,52 1,22 1009 89,70
NH»/PLA 6,98 1,39 1,25 776 91,37
NH,/PLGA 6,85 1,56 1,28 719 87,65
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6. Conclusiones

El uso de técnicas computacionales en el estudio y caracterizaciéon de las propiedades
fisicoquimicas de complejos nanopoliméricos, ha demostrado ser un foco necesario y
altamente atractivo en etapas previas a pruebas experimentales in-vitro e in-vivo,
permitiendo generar informacién valiosa asociada a los procesos y mecanismos que
gobiernan la interaccién con el medio en el cual se encuentran las nanoparticulas, la

afinidad por farmacos antitumorales y la cinética de liberacién asociada a estos.

Por lo cual, se hace necesario destacar que la combinacidén de técnicas computacionales
como SMD, junto con modelos que permitan optimizar gastos computacionales, sin perder
representatividad de las caracteristicas fisico-quimicas del sistema ideal, permite generar
una mayor cantidad de informacién en tiempos de trabajo razonables. Lo cual, fue una de

las aristas conseguidas en el trabajo realizado.

Respecto a los resultados obtenidos en la presente memoria de titulo, es posible establecer
qgue, en primer lugar, se encontré evidencia de que la conjugacién de diferentes terminales
(COO, NH2 y OCHs) en DSPE-PEG2000, confiere a la nanoparticula caracteristicas fisico-
quimicas que se relacionan con su grado de compactacién, donde; en el caso de sistemas
gue poseen terminaciones COO™, las ramificaciones de DSPE-PEGy000 S€ encuentran mas
alejadas del centro de masa del sistema, es decir, se logran sistemas menos compactos.
Caso contrario de lo que ocurre al aplicar modelos con terminales NH, y OCHs, donde se
logran sistemas mas compactos, lo cual podria afectar la cinética de liberacién del farmaco.
Sin embargo, mas determinante que lo anterior, es la naturaleza del nicleo que compone
a estos nanosistemas, donde gracias a los resultados obtenidos en SMD, se obtuvo
evidencia que sustenta que la region donde existe la mayor afinidad por drogas terapéuticas
como lIrinotecan y rodamina B es el “core” polimérico de la nanoparticula. Ademas, la
preferencia de las drogas por PLGA sobre PLA, podria estar asociada a procesos de
liberacion de farmaco en periodos de tiempo mas prolongados respecto a sistemas basados

en PLA. La conjugacién de los distintos terminales en combinacion con la variacién en la
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naturaleza del nucleo hidrofébico de los nanocarriers modelados en este trabajo, otorga
informacién valiosa para el desarrollo de nuevos modelos de nanoparticulas aplicables en
nanomedicina, y con especial énfasis en estrategias terapéuticas que requieran tazas de
liberacidon especificas en el combate con el cancer colorrectal. Sin embargo, aun es
necesario comprender, otras interrogantes, como ¢el cdmo afecta la variacién en la
proporcién de cada elemento en la capacidad de carga y descarga del nanocarrier?, ¢ Cudles
son las consecuencias de modificar los largos de los polimeros utilizados?, éQué
implicancias tiene aplicar mds de un tipo de terminal en la estructura de la nanoparticula?
Todas estas preguntas son necesarias de responder, para generar modelos cada vez mas

fiables y efectivos.
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Anexos

Tabla anexo 1: Resumen de propiedades estructurales e interacciones de hidrogeno
asociadas al paso de IRI a través de los sistemas generados.

Sistema N2 prom. De N2 prom.De N2 prom.de N2 aguas X de
puentesde puentesde puentesde presentes  distancia de
hidrogeno hidrogeno hidrogeno en el los
con acuosa. con nucleo con DSPE- nucleo. terminales

(PLA/PLGA). PEG2000. al centro de
masa (A)
COO/PLA 5,91 1,57 1,50 837 95.29
COO/PLGA 5,82 1,88 1,61 893 93,12
OCH3/PLA 6,32 1,81 1,56 769 85,03
OCH3/PLGA 6,20 1,98 1,50 650 84,82
NH2/PLA 6,16 1,98 1,58 781 90,40
NH,/PLGA 6,15 2,24 1,47 528 85.62
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Figura anexa 1: Conformaciones estructurales adoptadas por IRI en los puntos fuerza maxima (50
ns). Cada letra hace alusién a los puntos de maxima fuerza indicados en la figura 15 correspondiendo
a: A) PLGA-COO', B) PLGA-NH,, C) PLGA-OCHj3, D) PLA-COO'". E) PLA-NH, y F) PLA-OCHs.
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