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RESUMEN

Introduccién: actualmente los péptidos sintéticos se han constituido en una nove-
dosa alternativa para el tratamiento de la piel envejecida. Acetilhexapéptido-3
(Ac-EEMQRR-NH,) ha sido utilizado para inducir reduccién de lineas de expre-
sién de manera andloga a la toxina botulinica, pero sin efectos téxicos. Objetivo:
sintetizar el acetilhexapéptido-3 y desarrollar un sistema liposomal para su encap-
sulacién y favorecer su paso a través de una membrana modelo. Metodologia: ¢l
péptido fue obtenido mediante sintesis en fase s6lida (SFS) empleando la estrategia
Fmoc/tBu, fue purificado y plenamente caracterizado. El sistema liposomal con
acetilhexapéptido-3 encapsulado fue desarrollado mediante la formacién de una
emulsidn con posterior inversién de fase por evaporacién del solvente orgénico. Los
sistemas fueron caracterizados en su tamano, potencial zeta, eficiencia de encapsula-
cién del neuropéptido y de manera preliminar se realizé un estudio de permeabilidad
ex vivo. Resultados: es posible sintetizar péptidos cortos con alto grado de purezay
buen rendimiento, utilizando la metodologia de SES Fmoc/tBu. De acuerdo con la
caracterizacion, el sistema liposomal adelantado sugiere una buena estrategia para la
encapsulacién del acetilhexapéptido-3 y su potencial aplicacion en el desarrollo un

novedoso producto cosmecéutico.

Palabras clave: péptidos sintéticos, liposomas, microencapsulacién.

439


www.farmacia.unal.edu.co

J. Andrés Sandoval A., Jaiver E. Rosas P.

440

SUMMARY

Solid phase synthesis of a cosmeceutical neuropeptide
and its microencapsulation in a liposomal system

Introduction: currently synthetic peptides have become a novel alternative for the
treatment of aging skin. Acetylhexapeptide-3 (Ac-EEMQRR-NH2) has been used to
induce reduction of expression lines in a manner analogous to botulinum toxin, but
without toxic effects. Aim: to synthesize acetylhexapeptide-3 and to develop a lipo-
somal system for its encapsulation and favor its passage through a model membrane.
Methodology: the peptide was obtained by solid phase synthesis (SES) using the
Fmoc / tBu strategy, it was purified and fully characterized. The liposomal system
with encapsulated acetylhexapeptide-3 was developed by forming an emulsion with
subsequent phase inversion by evaporation of the organic solvent. The systems were
characterized in their size, zeta potential, neuropeptide encapsulation efficiency and
a preliminary ex vivo permeability study was carried out. Results: it is possible to
synthesize short peptides with a high degree of purity and good yield, using the SFS
Fmoc / tBu methodology. According to the characterization, the advanced liposomal
system suggests a good strategy for the encapsulation of acetylhexapeptide-3 and its

potential application in the development of a novel cosmeceutical product.

Keywords: synthetic peptides, liposomes, microencapsulation.

REsumMmoO

Sintese de fase s6lida de um neuropeptideo cosmecéutico
e sua microencapsulagiao em um sistema lipossomal

Introdugao: atualmente os peptideos sintéticos tém se tornado uma nova alternativa
para o tratamento do envelhecimento cutineo. O acetilhexapeptideo-3 (Ac-EEMQR-
R-NH2) tem sido usado para induzir a redugao das linhas de expressio de maneira
anéloga A toxina botulinica, mas sem efeitos tdxicos. Objetivo: sintetizar acetilhe-
xapeptideo-3 e desenvolver um sistema lipossomal para seu encapsulamento e favo-
recer sua passagem por uma membrana modelo. Metodologia: o peptideo foi obtido
por sintese em fase sélida (SFS) utilizando a estratégia Fmoc / tBu, foi purificado
e totalmente caracterizado. O sistema lipossomal com acetilhexapeptideo-3 encapsu-
lado foi desenvolvido pela formagio de uma emulsio com subsequente inversio de fase

por evaporagio do solvente orginico. Os sistemas foram caracterizados quanto ao
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tamanho, potencial zeta, eficiéncia de encapsulagio de neuropeptideos e um estudo
preliminar de permeabilidade ex vivo foi realizado. Resultados: ¢ possivel sintetizar
peptideos curtos com alto grau de pureza e bom rendimento, utilizando a metodo-
logia SFS Fmoc / tBu. De acordo com a caracterizagio, o sistema lipossomal avangado
sugere uma boa estratégia para a encapsulagio do acetilhexapeptideo-3 e seu potencial

aplicacdo no desenvolvimento de um novo produto cosmecéutico.

Palavras-chave: peptideos sintéticos, lipossomas, microencapsulagio.

INTRODUCCION

Los péptidos y las proteinas son moléculas que participan en la mayoria de los procesos
bioldgicos que tienen lugar en los organismos vivos. Por esta razén, han sido el foco de
numerosas investigaciones en las tltimas décadas y se han constituido en una poderosa
alternativa para el desarrollo de productos farmacéuticos de ultima generaciéon. Como
producto de estas investigaciones se han reportado moléculas peptidicas con diversas
actividades biolégicas: antioxidantes, antimicrobianos, anticancerigenos, antihiperten-
sivos, citomoduladores ¢ inmunomoduladores, entre otros. Lo anteriormente descrito
refleja el creciente interés en la terapéutica basada en productos farmacéuticos que con-
tienen péptidos sintéticos como ingrediente activo. Actualmente, en el campo farma-
céutico, se estima que mds de 60 firmacos peptidicos han sido aprobados, alrededor de
155 candidatos peptidicos se encuentran en estudios clinicos y se adelantan estudios
preclinicos con més de 500 moléculas de esta naturaleza [1, 2].

De manera andloga, en el desarrollo de productos cosmecéuticos, los péptidos se han
convertido en una nueva alternativa para el tratamiento del envejecimiento de la piel.
Se ha reportado que algunos péptidos juegan un papel importante en la modulacién
de la proliferacién celular, la migracién celular, la inflamacién, la angiogénesis y la
melanogénesis [3]. En el campo cosmético, entre este tipo de moléculas se destaca el
neuropéptido Ac-EEMQRR-NH,, también conocido como Argireline. Este péptido
de naturaleza hidrofilica corresponde a una secuencia de seis aminoécidos, la cual
presenta un grupo acetilo en el extremo N-terminal y la funcién amida en el extremo
C-terminal. La secuencia es derivada de la regién N-terminal de la proteina SNAP-
25, esta se asocia con la proteina sinaptobrevina y la proteina sintaxina para formar el
complejo SNARE, que es esencial para la liberacién del neurotransmisor acetilcolina,
este favorece la contraccién muscular. El acetilhexapéptido-3 compite con la proteina
SNAP-25, alterando la formacién del complejo SNARE e inhibiendo la liberacién de
acetilcolina, lo que genera la paralisis muscular local de manera temporal; mecanismo
mediante el cual se sugiere son atenuadas las lineas de expresién [4]. Adicionalmente,
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se ha reportado que este neuropéptido es totalmente inocuo, a diferencia de la toxina
botulinica [5]. Es posible obtener las moléculas peptidicas como producto de hidroli-
sis de proteinas, mediante la tecnologia de ADN recombinante o sintesis quimica. Es
posible llevar a cabo la sintesis quimica en solucién o SFS, esta es considerada una de las
rutas més viables para la obtencién de péptidos sintéticos de bajo peso molecular [6, 7].

Los péptidos sintéticos presentan una actividad biolégica altamente especificay un per-
fil de seguridad bastante bueno, pero se ha reportado que son muy sensibles al ataque
enzimdtico y pueden ser inestables a las variaciones de pH y temperatura, por lo que
presentan una vida media relativamente corta y se requiere administrar dosis muy altas,
preferiblemente, por via parenteral [8-10]. Adicionalmente, estas moléculas, en casos
particulares, presentan propiedades biofarmacéuticas como baja solubilidad acuosa
y dificultad para permear membranas bioldgicas. Para superar estos inconvenientes,
la investigacion sobre tecnologia farmacéutica ha aumentado, especificamente, en el
disefio y desarrollo de sistemas no convencionales para su administracién, con el pro-
posito de obtener productos farmacéuticos mds seguros, estables y eficaces. Entre los
sistemas estudiados para la administracién de péptidos sintéticos se destacan los lipo-
somas, las microemulsiones y las micro y nanoparticulas de diversa naturaleza [11-13].
Los liposomas se han utilizado como sistemas para la liberacién no convencional de
NUMmMerosos ingredientes farmacéuticos activos (IFA) anticancerigenos, antibidticos y
antifungicos, entre otros. Estos sistemas permiten minimizar efectos adversos asocia-
dos con IFA y posibilitan su administracidn por diferentes vias [ 14, 15]. Por otra parte,
en el campo de los productos cosmecéuticos, los liposomas han sido ampliamente estu-
diados por su benéfico efecto sobre la piel y también como sistema para la administra-
cién de ingredientes activos [16].

En este contexto, el objetivo de este estudio fue sintetizar el neuropéptido Ac-
EEMQRR-NH, mediante SES y, posteriormente, desarrollar un sistema liposomal
para su microencapsulacion. El acetilhexapéptido-3 se sintetizé empleando la estra-
tegia Fmoc/tBu y se caracterizé mediante cromatografia liquida en fase reversa (RP-
HPLC), espectrometria de masas (ES-MS) y dicroismo circular (DC). Los sistemas
liposomales con el péptido microencapsulado fueron obtenidos mediante la formacion
de una emulsién seguida de la evaporacién del solvente organico e inversién de fase.
Estos sistemas fueron caracterizados en su tamafio, potencial zeta, eficiencia de encap-
sulacion del acetilhexapéptido-3 y se llevd a cabo un estudio preliminar de permeabi-
lidad mediante un ensayo ex vivo. Los resultados demostraron que es posible obtener
un neuropéptido con bajo nimero de residuos mediante SES Fmoc/tBu con alto grado
de pureza y buen rendimiento. Por otra parte, el sistema liposomal, conteniendo como
ingrediente activo el acetilhexapéptido-3 sintetizado quimicamente, tiene potencial
para el desarrollo de un novedoso producto cosmecéutico.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Resina Rink-amida (0,46 meq/g), Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Gln(Trt)-OH, Fmoc-
Met-OH, Fmoc-Glu(OtBu)OH, 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) y N,N-diciclohexil
carbodiimida (DCC) fueron adquiridos de Aapptec’. 4-metilpiperidina, anhidrido
acético, V,N-dimetil formamida (DMF), diclorometano (DCM) de Panreac’. Triiso-
pripilsilano (TIS), 1,2-etanoditiol (EDT), ninhidrina, fenol, trifluoroetanol (TFE) de
Merck®. Alcohol isopropilico (IPA), cianuro de potasio (KCN), metanol, éter etilico,
acetonitrilo (AcN) y 4cido trifluoroacético (TFA) de Honeywell Burdick and Jackson.
L-a-fosfatidilcolina de soya (FoC), colato de sodio (CS), deoxicolato de sodio (DCS) y
Tritén X-100 fueron adquiridos de Sigma®y bufer de fosfatos pH=7,4 (PBS) de Lonza".

Sintesis de acetilhexapéptido-3

El acetilhexapéptido-3 Ac-EEMQRR-NH, fue obtenido mediante la metodologia
SES, empleando la estrategia Fmoc/tBu [6, 17]. (i) 1 g de resina Rink amida (0,66
meq/g), como soporte s6lido, se sometié a un proceso de hinchamiento con DCM
mediante agitacion constante (AC) a temperatura ambiente (TA). (ii) Seguidamente
la resina fue tratada con una solucién de 4-metilpiperidina 20 % en DMF para remover
el grupo protector Fmoc y dejar el grupo amino disponible para el acople del primer
aminodcido de la secuencia. (iii) Para la reaccién de acople, se preparé una solucién
del Fmoc-amino 4cido/DCC/HOBt (1/1/1) en DMF y se adiciond a la resina des-
protegida. (iv) Luego del acople del primer aminodcido, se llevaron a cabo reacciones
sucesivas de remocion del grupo FMOC y de acople para cada uno de los aminodcidos,
hasta completar la secuencia deseada. Estas reacciones fueron monitoreadas mediante
la prueba de Kaiser [18]. v) Al finalizar el acople de todos los aminodcidos de la
secuencia, la resina péptido se tratd con solucién de desanclaje (TFA/TIS/EDT/H,O
92,5/2,5/2,5/2,5) a TA y AC. Después de la reaccidn, la resina se separé mediante fil-
tracién y en el filtrado se precipité el péptido mediante la adicién de éter etilico frio. El
acetilhexapéptido-3 seco se pesé y almacend para su posterior caracterizacion.

Caracterizacion de acetilhexapéptido-3

El acetilhexapéptido-3 crudo se disolvié en solvente A (H,O:TFA 0,05%) y se analizé
en el cromatégrafo HPLC Agilent series 1260. El sistema cromatogréfico empleado
fue elucién por gradiente de 0 a 70 % de solvente B (ACN:TFA 0,05%) en 45 minutos,
empleando una columna Agilent XDB-C18, flujo de 1 mL/minuto y deteccién a 210
nm. Basados en el resultado RP-HPLC analitica, se disené un método para la purifica-
cién del péptido mediante extraccion en fase sélida (RP-SPE) empleando una columna
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Super Clean LC-18 de 5 g. El acetilhexapéptido-3 se disolvid en solvente A, filtr6 y
aplicé a la columna para, posteriormente, realizar su elucién por gravedad con fases
moviles de diferente polaridad. Cada una de las fracciones colectadas fue analizada por
cromatograffa RP-HPLC analitica y las fracciones puras fueron sometidas al proceso
de liofilizacién [17]. El producto liofilizado fue analizado mediante ES-MS, utilizando
LCMS-IT-TOF (Shimadzu®) con inyeccién directa para determinar el peso molecular
del péptido. ESI ionizacién positiva con la tension de detector 1,35 kV y el ionizador
tensién [+] =4,50 kV en un intervalo de 100 a 2000 m/z. El andlisis por dicroismo
circular (DC) se realiz6 a TA utilizando un espectro polarimetro Jasco J-810. El ace-
tilhexapéptido-3 fue disuelto en 30% TFE en PBS a una concentracién 0,1 mM vy el
espectro se registrd en un rango de longitud de onda de 190 a2 260 nm.

Obtencion de liposomas

Los sistemas liposomales se obtuvieron basados en el método de formacién de una
emulsién y posterior evaporacién del solvente organico para seguidamente inducir la
inversién de fases [19]. Brevemente, la FoC se disolvié en 12 mL de éter etilico (fase
organica, FO), mientras que el agente tensioactivo (CS o DCS) y el acetilhexapép-
tido-3 sintetizado se disolvieron en 4 mL de PBS (fase acuosa, FW). La FW se dispersé
enla FOy se someti6 a un proceso de homogenizacién con ultrasonido (Q-sénica 125)
para obtener una emulsién W/O. Este sistema fue sometido a un proceso de evapo-
racién del solvente orgénico empleando un evaporador rotatorio (Buchi’ modelo R)
hasta la formacién de una fase gel. Esta fase fue agitada usando un mezclador de vértice
(IKA® Vortex 3) hasta obtener un sistema fluido, evidencia de la inversién de fases y el
solvente organico residual se eliminé mediante evaporacién rotatoria [20]. Posterior-
mente, la mitad de los sistemas obtenidos fueron sometidos a un proceso adicional de
homogenizacién mediante ultrasonido vy, finalmente, en todos los sistemas se llevé a
cabo el aislamiento de los liposomas mediante ultrafiltracion, para su caracterizacién.

Disefio experimental

Con el propésito de simplificar el nimero de ensayos en esta aproximacion, se utilizé el
disefio estadistico experimental. Se definieron tres variables independientes (X, aX;) con
el propésito de evaluar su influencia en la produccién de liposomas con el acetilhexapép-
tido-3 encapsulado (tabla 1). El nivel de cada variable independiente fue definido con
base en lo reportado en la literatura [21-23] y en resultados preliminares obtenidos en
el marco del desarrollo de esta investigacion. Por otra parte, se definieron tres variables
dependientes o respuesta: tamafio promedio de particula (nm), indice de polidisper-
sidad (IPD) y eficiencia de encapsulacién (EE) del neuropéptido. Teniendo en cuenta
esto, se realiz6 un disefio experimental factorial reducido de la forma 2* donde P=3 y
K=1 [24, 25], lo que permitié trabajar con cuatro unidades experimentales (UE) y tres
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variables independientes en dos niveles. Ademds de las cuatro UE derivadas del disefio
experimental reducido, se incluyé una UE como referencia, en la cual se utilizé el nivel
bajo de FoC y no se utilizé agente tensioactivo, como se describe en la tabla 2. De cada
una de las cinco UE se realizaron seis réplicas, de las cuales tres de ellas fueron sometidas
aun proceso de homogenizacién final mediante ultrasonido durante 45 segundos.

Tabla 1. Diseno experimental factorial reducido para la obtencién de un sistema liposomal con

acetilhexapéptido-3 encapsulado.

Variable independiente : Nivel
Bajo Alto
(X,) FoC + Tensioactivo (mg) 100 200
(X,) Tensioactivo CS DCS
(X;) Tensioactivo:FoC 1:9 2:8

FoC: L-a-fosfatidilcolina de soya, CS: colato de sodio y DCS: deoxicolato de sodio. En todos los ensayos se mantuvo con-

stante un volumen de 12 mL para FO, 4 mL para FW y 5 mg de péptido sintético disuelto en la FW.

Tabla 2. Unidades experimentales desarrolladas para la encapsulacion de acetilhexapéptido-3 en

sistemas liposomales obtenidos mediante inversidn de fases por evaporacion del solvente.

UE FoC CS DCS FO FW Péptido
(mg) (mg) (mg) (mL) (mL) (mg)
I 180 20 - 12 4 5
II 80 20 - 12 4 5
I 90 - 10 12 4 5
v 160 - 40 12 4 5
\ 100 - - 12 4 5

FoC: L-a-fosfatidilcolina de soya, CS:colato de sodio, DCS: deoxicolato de sodio, FO: éter etilico, FW: bufer de fosfatos
pH=7.4 (PBS) y péptido: acetilhexapéptido-3. UE I-1V: derivadas del disefio estadistico factorial reducido y UE V: incluida

como referencia.

Caracterizacion de liposomas

El tamafio medio y el potencial zeta de los sistemas liposomales conteniendo el acetil-
hexapéptido-3 encapsulado fueron determinados por el método de dispersion de luz
dindmica utilizando un Zeta Sizer” Nano ZS (Malvern Instruments).

Para determinar la eficiencia de encapsulacién (EE), una alicuota de la dispersion lipo-
somal fue dispensada en un sistema Amicon Ultra® 0,5 (MilliporeUltracel-10 kDa). El
sistema se centrifugd durante 30 minutos a 14000 g, el sedimento se lavé con PBS y
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centrifugd nuevamente (en las mismas condiciones), el filtrado se reservé para deter-
minar el acetihexapéptido-3 no encapsulado. Con el propésito de cuantificar el neuro-
péptido encapsulado, el sedimento fue tratado con una solucién de Tritén X-100 2%
bajo agitacién a 65 °C durante 10 minutos. Tanto el acetilhexapéptido-3 no encapsu-
lado como el encapsulado fueron determinados mediante RP-HPLC. La EE (%) fue
calculada a partir de la relacion entre el péptido encapsulado y la cantidad de péptido
inicial en el proceso de encapsulacion.

Evaluacién preliminar ex vivo de permeabilidad

Para este estudio se emplearon celdas de Franz, con un 4rea de difusién promedio de
1,62 + 0,07 cm? y un compartimento receptor 15,5 + 0,8 mL. Se utiliz6 una mem-
brana de 4 cm? de superficie proveniente de la parte interna de oreja de cerdo y para la
obtencién de una membrana integra se siguieron la reglas de la guia OECD [26]. Al
compartimento receptor de la celda se adicioné solucién PBS y en el compartimento
donador se colocé una dispersién del sistema liposomal a evaluar o una solucién de
acetilhexapéptido-3 en PBS. El sistema se colocé en agitacion constante a 400 rpmy a
una temperatura de 32 °C durante todo el periodo del ensayo. A intervalos de tiempo
establecidos se realiz6 el muestreo del compartimento receptor, con la correspondiente
reposicion con PBS fresco. Los ensayos se realizaron por triplicado y la cuantificaciéon

de acetilhexapéptido-3 permeado se realizé mediante RP-HPLC.
RESULTADOS Y DISCUSION

Los productos o ingredientes cosmecéuticos tienen la capacidad de proporcionar no
solamente beneficios para el cuidado de la piel, sino que pueden presentar potenciales
indicaciones farmacéuticas, las cuales dependen de la presencia de un activo natural y
de su accesibilidad al blanco terapéutico [27]. En ese contexto, la presente investiga-
cién se encamingd, en primera instancia, a la obtencién mediante SES del neuropép-
tido antiedad acetilhexapéptido-3, cuya secuencia corresponde a AccEEMQRR-NH,.
Simultidneamente, se enfocé al disefio y desarrollo de un sistema liposomal con carac-
teristicas que permitiera la encapsulacién del neuropéptido y de esta forma favorecer
su permeacion en una membrana modelo para obtener un sistema con potencial uso
en el desarrollo de un novedoso producto cosmecéutico. El acetilhexapéptido-3 fue
seleccionado para este estudio por su demostrada actividad para minimizar las lineas de
expresioén y porque ha surgido como una alternativa segura a la toxina botulinica, cuyas
limitaciones de uso son conocidas [4, 5].

La sintesis del acetilhexapéptido-3 se llevé a cabo de mediante SES utilizando la estra-
tegia FMOC/tBu, esta metodologia se constituye en la mejor alternativa para obtener
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péptidos sintéticos de bajo peso molecular, con buen rendimiento y un alto grado de
pureza. En este proceso, las reacciones de acople y de desproteccion de cada uno de los
residuos de aminoacidos de la secuencia del neuropéptido fueron asistidas por radiacién
microondas, aprovechando que el suministro de energfa cinética al seno de la reaccién es
considerado como uno de los mayores avances en la sintesis de péptidos, con el propé-
sito de alcanzar reacciones completas en un menor tiempo. De otra parte, esta condicién
contribuye a minimizar la agregacién de cadenas peptidicas, mejorando considerable-
mente la calidad del producto de sintesis.

El rendimiento del proceso de sintesis para el péptido crudo fue del 92 %, mientras
que para el péptido puro fue cercano al 40 %, se obtuvo un producto con una pureza
superior al 90 %, estos resultados se consideran bastante buenos, teniendo en cuenta
la cantidad y complejidad de las reacciones que se deben realizar para obtener este
tipo de moléculas. En lo que se refiere a la caracterizacion del acetilhexapéptido-3
mediante RP-HPLC; en el panel a de la figura 1 se observa un perfil cromatogréfico
con una sefial principal (tz: 8,3 my 64% de pureza) para el péptido crudo y algunas
senales de menor intensidad y mayor tiempo de retencién, probablemente, atribuidas
a especies peptidicas en las cuales no fue totalmente retirados los grupos protecto-
res de las cadenas laterales de los aminoacidos presentes en la secuencia. En el panel
b se observa un perfil cromatografico con una especie mayoritaria (tz: 8,2 my 90 %
de pureza), que hizo evidente el eficiente proceso de purificacion al que fue some-
tido el acetilhexapéptido-3 mediante RP-SPE. Esta especie pura fue caracterizada por
ES-MS y DC cuyos espectros se reportan en el panel ¢ y d, respectivamente. La sefal
registrada en el espectro de masas corresponde a (m+2)/2, asi de esta forma la masa
molecular del péptido sintetizado fue de 888,44 daltons, esto es equivalente a la masa
calculada teéricamente e indica que el producto de sintesis corresponde a la molécula
que se deseaba obtener.

Respecto al anélisis por DC del acetilhexapéptido-3, como se observa en el panel d,
de acuerdo con los minimos registrados aproximadamente en 203 nm, 230 nm y un
méximo en 197 nm, se sugiere que la secuencia de aminodcidos del neuropéptido sinte-
tizado, a pesar de ser corta, presenta elementos de estructura secundaria caracteristicos
de a-hélice, la cual podria estar relacionado con su capacidad para inhibir la formacién
del complejo SNARE e inhibir la liberacién del neurotransmisor acetilcolina y, de esta
forma, causar la parélisis temporal en musculo facial minimizando la generacién de
lineas de expresion. Todos los resultados de la caracterizacion fisicoquimica indican
que el neuropéptido fue sintetizado de manera eficiente y con alta pureza, para poste-
riormente ser utilizado en el estudio de su encapsulacion en un sistema liposomal.
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Figura 1. Caracterizacién de acetilhexapéptido-3. Perfil cromatogréifico RP-HPLC a: péptido crudo y b: péptido puro. Es-
pectro de masas ES-MS c: péptido puro y dicroismo circular DC y d: péptido puro.

Los sistemas liposomales se han empleado como una de las estrategias para superar las
limitaciones atribuidas a las propiedades fisicoquimicas de algunos IFA. Los péptidos
sintéticos no han sido ajenos a este desarrollo y han sido objeto de numerosos estudios
con estos sistemas [28]. Luego de una revision exhaustiva, para el disefio y desarrollo de
los liposomas para la encapsulacién del acetilhexapéptido-3, se planteé trabajar con FoC
como principal precursor de estos sistemas, ya que es el glicerofosfolipido més estudiado
y, probablemente, el més utilizado para ello, ademds, es considerado el mas abundante
en la naturaleza. En cuanto a las cantidades de FoC como agente formador del sistema
liposomal, estd reportado que se debe trabajar con la cantidad necesaria para mantener
la emulsién primaria estable durante al menos media hora luego del proceso de homo-
genizacion por ultrasonido [19]. En estudios preliminares de nuestro grupo (datos no
reportados) se determiné que la cantidad de FoC apropiada para que la primera emulsién
(W/ O) fuera estable, se encontraba entre 80 y 180 mgen un volumen de 12 mL de éter
etilico (FO). Por otra parte, se determind que el volumen éptimo de FW fue de 4 mL de
PBS, en el cual se disolvié completamente el acetilhexapéptido-3 y el agente tensioactivo,
de acuerdo con las UE derivadas del diseno experimental. En lo que se refiere CSy DCS,
estas son sales biliares denominadas como tensioactivos fisioldgicos o “biotensioactivos”
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[21] y constituyen uno de los mas importantes grupos de adyuvantes estabilizantes en las
preparaciones farmacéuticas heterodispersas; por esta razén fueron incluidos en nuestro
estudio para la obtencién de los sistemas liposomales. Adicionalmente, se ha reportado
que la utilizacién de estos tensioactivos de cardcter aniénico asociados con un fosfolipido
facilita la permeacién o penetracion el sistema a través de la piel, ya que se generan los
denominados liposomas flexibles [22, 29].

En la tabla 3 se reportan los resultados de la caracterizacion de los sistemas liposomales
obtenidos, se observé que el efecto de las variables independientes sobre cada variable
respuesta definida para este estudio dependen de cada una de las formulaciones desarro-
lladas. En este ensayo se reporta cuatro UE que corresponden a las formulaciones FP1 a
FP4, las cuales fueron derivadas del disefio experimental y una UE que corresponde FP5,
formulacién incluida como de referencia. Las cinco formulaciones denominadas como
-0, no fueron sometidas al proceso de homogenizacién final con ultrasonido, mientras
que las formulaciones denominadas -45 fueron sometidas al proceso de homogeniza-
ci6n final con ultrasonido durante 45 segundos para evaluar su efecto en el tamafio de
los liposomas. Teniendo en cuenta las diez formulaciones desarrolladas, se present6 un
rango de tamano entre 130 £ 10 nm y 670 + 65 nm, tamafo que permitiria a estos
sistemas desplazarse a través de foliculos y glindulas, pero con limitacién para hacerlo
a través de canales intercelulares en el estrato corneo. Al tratarse de liposomas flexibles
(UE I-IV), estos podrian deformarse sin alteracion de su integridad y pasar a través de
un poro con un tamafo cinco veces menor a su tamano, es decir, si tenemos en cuenta el
tamafio inferior de los liposomas obtenidos (130 + 10 nm), al deformarse podrian pasar
a través de un poro de aproximadamente 20 a 30 nm, tamano que alcanzan los canales
intercorneocitos en su maxima capacidad para ensancharse [30, 31].

De otra parte, se observé que IPD en todos los casos fue inferior a 0,56 + 0,11, lo que
indica que con la metodologfa empleada es posible obtener sistemas liposomales con una
distribucién de tamano uniforme. De acuerdo con los resultados reportados, se observa
que para las formulaciones en las cuales no se realizé el proceso de homogenizacién
final, se presentaron los mayores tamanos de particula (333 + 21 nm - 670 + 65 nm) y
los mayores IPD (0,33 + 0,06 — 0,56 + 0,11), mientras que para las formulaciones con
proceso de homogenizacién final durante 45 segundos se encontraron valores menores
tanto para el tamafio (130 + 10 nm - 213 + 27 nm) como para el IPD (0,05 + 0,02 -
0,45 + 0,04). En cuanto a la EE se encontrd que estaba en el rango entre 19,1 £ 52 % y
71,9 £ 11,5 % después de evaluar todas las formulaciones desarrolladas y, al igual que las
demds variables dependientes, fue afectada por el proceso de homogenizacién final. En
las formulaciones en las que no se realizé el proceso de homogenizacion final la EE fue
mayor (35,5 + 7,0 % - 71,9 + 11,5 %), esto fue atribuido a que los liposomas obtenidos
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fueron de mayor tamafo y como consecuencia de esto presentarian un reservorio con
mayor capacidad para encapsular el acetilhexapéptido-3.

Tabla 3. Caracterizacién de los sistemas liposomales obtenidos mediante inversion de fases por evaporacién del solvente. Los

resultados se reportan como el promedio + SD (n=3).

UE | Formulacién T?:lnr:)m IPD (E%E) P(.If\(;t)a
I FP1-0 647 + 137 0,48 + 0,08 71,9+ 11,5 ND

FP1-45 158 £ 13 0,39 £ 0,05 45,5+23 -56,1 + 1,1

1 FP2-0 670 £ 65 0,39 + 0,02 36,5+3,8 ND
FP2-45 130 £ 10 0,45 + 0,04 19,1 £5,2 -60,1 +2,0

- FP3-0 447 + 15 0,56 £ 0,10 35,5+7,0 ND
FP3-45 174 + 44 0,32 +£0,10 26,0+75 -50,5 + 1,4

v FP4-0 333 +21 0,33 £ 0,06 40,8 + 6,7 ND
FP4-45 141 £ 11 0,05 + 0,02 325173 -57,9£0,7
FP5-0 516 + 102 0,56+ 0,11 58,0+ 134 ND

\'%
FP5-45 213+27 0,42 + 0,05 46,3 + 4,8 -48,1+ 1,0

UE: unidad experimental, PDI: indice de polidispersidad, EE: eficiencia de encapsulacién y ND: no determinado.

En las formulaciones en las cuales se llevé a cabo proceso de homogenizacion final se
presentd un efecto negativo en todos los casos en la EE (19,1 +5,2 % - 46,3 + 4,8 %), pro-
bablemente, como consecuencia de la reduccién del tamano y que por efecto del ultra-
sonido se haya generado una alteracién en la integridad de la bicapa liposomal que haya
permitido la salida del acetilhexpéptido-3. Ahora analizando especificamente el efecto
de FoC como el agente formador en los sistemas obtenidos sin homogenizacion final, se
observé que en la formulacién FP1-0 se present la mayor EE (71,9 £ 11,5%), atribuida
no solamente al mayor tamano de los liposomas, sino a la utilizacion de la mayor cantidad
de FoC (180 mg). Por otra parte, se observé una EE intermedia (58 + 13,4 %) en la for-
mulacién de FP5-0 en donde se utilizé FoC (100 mg) y una baja EE (36,5 + 3,8 %) en la

formulacién FP2-0 en la cual se utilizé la menor cantidad de FoC (80 mg).

De acuerdo con lo anteriormente descrito, es posible sugerir que la cantidad de FoC
como agente formador de los liposomas es directa menta proporcional a la EE del ace-
tilhexapéptido-3. Ahora, segtn los resultados obtenidos de EE para las formulaciones
sometidas al proceso de homogenizacién final y teniendo como referencia FP5-45 (EE
46,3 + 4,8 %) se evidencid que la inclusién de moléculas de naturaleza anfifilica y cardcter
aniénico, como CS 0 DCS para la formacién de liposomas (FP1-45,FP4-45), esto generd
una reduccién en la EE probablemente debido al efecto del ultrasonido y a las interaccio-
nes hidrofilicas e hidrofébicas de estas moléculas con la FoC, ocasionando un desorden
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en el autoensamblaje del fosfolipido haciendo que el liposoma formado sea mas flexible
y probablemente mas permeable al péptido encapsulado [21]. Este efecto fue mds pro-
nunciado cuando la proporcién de agente tensioactivo fue mayor con respecto a la FoC,
independiente que se haya utilizado CS 0 DCS y también se observo en las formulaciones
que no fueron sometidas al proceso de homogenizacion final. Segtin lo anterior, es impor-
tante tener presente que, aunque el propdsito de incluir CS o DCS fue generar sistemas
liposomales flexibles, que permearan a través de una membrana modelo sin que se viera
alterada su integridad, esto ocasioné una reduccién en la EE del acetilhexapéptido-3.

Como una prueba adicional, para la caracterizacién de los sistemas sometidos al pro-
ceso de homogenizacion final, se determiné que todas las formulaciones presentaron
un potencial zeta bastante similar de cardcter negativo y se encontr6 en un rango entre
-48,1 £ 2,4 mV y -60,1 + 4,1 mV, atribuido principalmente al fosfolipido formador
de los liposomas y al agente tensioactivo anidnico (CS o DCS). La formulacién que
presentd menor potencial zeta (-48,1 + 1,0 mV) fue FP5-45, en la cual no fue incluido
ningln agente tensioactivo. Este potencial zeta contribuiria a la estabilidad fisica de
la dispersion de los sistemas liposomales, minimizando fenémenos de floculacién y la
probabilidad de coalescencia de las vesiculas [28, 32] y, en el momento de su adminis-
tracion, facilitaria su paso a través de canales hidrofilicos de la piel, pero lo dificultaria
a través de los canales lipofilicos.

De acuerdo con los resultados obtenidos no se evidencié un efecto diferenciador entre
utilizar CS o DCS como agente tensioactivo sobre las variables como el tamafio de los
liposomas, el IPD y la EE del acetilhexpéptido-3, una formulacién utilizando el nivel
alto de FoC + tensioactivo (200 mg) y el nivel bajo en la proporcién tensioactivo: FoC,
es decir,1:9 permitiria obtener un sistema liposomal flexible con el acetilhexapéptido-3
microencapsulado apropiado para una administracién tépica. En el marco de este estu-
dio se encontré que la composicién de la formulacién FP1-45 (UE 1) se ajustd a estos
requerimientos, presentando la siguiente caracterizacidén: tamano promedio de 158 +

13 nm, IPD de 0,39 £ 0,05 y una EE: 45,5 + 2,3%.

Finalmente, mediante la realizacién de un ensayo preliminar ex vivo, se busc6 evaluar
la capacidad que tendria uno de los sistemas liposomales flexibles desarrollados en esta
aproximacion, para permear o penetrar a través de una membrada modelo de acuerdo
con lo descrito previamente en el apartado de metodologfa. El sistema liposomal selec-
cionado para este ensayo correspondid a la formulacion FP1-0 (tamafo: 647 + 137
nm, IPD: 0,48 + 0,08 y EE: 71,9 + 11,5 %). La razdn para seleccionar este sistema fue
que presentd la mayor EE del acetilhexapéptido-3 y uno de los mayores tamafios de
particula obtenido en el estudio con una distribucién relativamente uniforme. Para el
ensayo se utilizo como referencia una solucién de acetilhexapéptido-3 en PBS.
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En el momento de realizar la cuantificacién de acetilhexapéptido-3 en las alicuotas de
1 mL tomadas del sistema liposomal FP1-0 la respuesta fue totalmente nula, es decir,
que los resultados sugerfan que el sistema FP1-0 no habia facilitado la permeacion del
acetilhexapéptido-3 a través de la membrana modelo al compartimento receptor. Con el
propdsito de verificar este resultado y contemplando la posibilidad que al tratarse de sis-
temas liposomales flexibles, estos se hubieran deformado y penetrado a través de la mem-
brana modelo de manera integra y manteniendo encapsulado el acetilhexapéptido-3, se
realiz6 un tratamiento a cada una de las alicuotas tomadas con 20 pL de solucién acuosa
de tritén X-100 al 6%. El objetivo de este tratamiento, en caso de que se encontraran los
liposomas integros, fue inducir su disrupciéon mediante la solubilizacion del fosfolipido
(FoC) con Tritén X-100, permitiendo la liberacién del acetilhexapéptido-3 y su poste-
rior cuantificacion mediante RP-HPLC. Para mantener condiciones similares en todas
las muestras analizadas, este tratamiento se llev6 a cabo también a las alicuotas toma-
das en el sistema acetilhexapéptido-3 en solucion. El analisis cromatogréfico se realizd
empleando una curva de calibracidn realizada con el acetilhexapéptido-3 en las mismas
condiciones. En la figura 2 se reporta el porcentaje acumulado de acetilhexpéptido-3
que perme¢ a través de la membrana modelo a partir del sistema liposomal FP1-0 y a
partir de una solucién acuosa del acetihexapéptido-3.
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30 F —6— Ac-hexapéptido-3
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%

20
—=— Sistema Liposomal
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Figura 2. Perfil de permeacion de acetilhexapéptido-3 a través de la membrana modelo a partir del sistema liposomal FP1-0,

teniendo como referencia una solucién acuosa del neuropéptido. Los resultados se reportan como el promedio + SD (n=3).
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En ambos casos se observé un perfil bifésico, en la primera hora del estudio se present6
una rdpida permeacién seguida de una fase latente hasta concluir el estudio, la permea-
cién se vio favorecida durante todo el periodo del estudio cuando se utilizé el sistema
liposomal FP1-0. Para el sistema FP1-0 la permeacion del acetilhexapéptido-3 fue en
promedio del 78 % en la primera hora y se alcanz6 aproximadamente el 100 % al final
concluir el estudio. Para el sistema acetilhexapéptido-3 en solucidn, su permeacién
fue practicamente la mitad, en la primera hora del estudio fue en promedio del 35% y
alcanzé el 50% al final del estudio.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este ensayo preliminar se puede suge-
rir que el sistema liposomal FP1-0, a pesar de presentar un tamano relativamente
grande, probablemente por sus caracteristicas de flexibilidad presenté la capacidad
de deformarse y penetrar la membrana modelo sin que se viera alterada su integridad
estructural. Esto nos permite sugerir que el sistema FP1-0 alcanzaria de manera inte-
gra la dermis y alli se produciria la liberacién del acetilhexapéptido-3, para inhibir la
liberacion del neurotransmisor acetilcolina y de esta forma reducir o minimizar las
lineas de expresion.

CONCLUSION

En el presente trabajo se sintetizé el neuropéptido Ac-EEMQRR-NH, mediante SPPS,
empleando la estrategia Fmoc/tBuy se obtuvo un producto con buen rendimiento y un
alto grado de pureza. El sistema liposomal FP1-45 (UE I) presenté el tamafio de par-
ticula ¢ IPD adecuado y una aceptable EE del Acetilhexapéptido-3, como una contri-
bucién para el desarrollo de un novedoso producto cosmecéutico de aplicacion tdpica.
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