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DESCRIPCION
Nanoparticulas para el transporte mitocondrial de agentes
Campo

La presente divulgacion se refiere a nanoparticulas configuradas para transportar agentes a mitocondrias y a usos
de las mismas, incluyendo usos diagndsticos y terapéuticos. En particular, las reivindicaciones se refieren una
nanoparticula dirigida a mitocondrias, que comprende: un polimero director de poli(acido D.L-lactico-co-glicolico)-b-
poli(etilenglicol) catién trifenilfosfonio (PLGA-b-PEG-TPP); y polimero de PLGA-b-PEG-OH o PLGA-COOH; donde la
nanoparticula tiene un diametro de 70 a 330 nandémetros y tiene un potencial zeta de mas de 0 mV, y donde la
nanoparticula comprende ademas un agente terapéutico, asi como el uso de la misma para tratar un paciente con
riesgo o que padece una enfermedad asociada a disfuncién mitocondrial.

Antecedentes

La disfuncion mitocondrial puede desempefiar un papel en una diversidad de trastornos, incluyendo cancer,
enfermedad neurodegenerativa y neuromuscular, obesidad y diabetes. Un reto principal en el tratamiento de tales
enfermedades no es el desarrollo de farmacos eficaces, sino la distribucién de los farmacos a las mitocondrias. La
capacidad para suministrar farmacos a mitocondrias en cantidades suficientes mientras se evita toxicidad sigue
siendo un reto. Sharma et al. desvelan en Biomacromolecules, 13(1), 2012, 239-252 polimeros de estrella
miktobrazo poliméricos de sombrero a partir de nanomicelas con un PEG corona hidréfilo y un nucleo PCL
(policaprolactona) hidréfobo. TPP se usa como resto director que suministra las nanoparticulas que contienen
CoQ10 a las mitocondrias.

Sumario

La presente divulgacion describe, entre otras cosas, nanoparticulas configuradas para transportar agentes a
mitocondrias. Al transportar agentes a mitocondrias, en lugar del citoplasma u otros organulos de las células, la
concentracion relativa de los agentes en las mitocondrias puede aumentar para mejorar el efecto del agente en las
mitocondrias mientras se disminuye el efecto en otras ubicaciones. Por consiguiente, la eficacia puede aumentarse
mientras pueden disminuirse efectos secundarios o toxicidad. Los agentes a suministrar a las mitocondrias pueden
ser agentes terapéuticos, agentes diagnésticos, o similares.

Como se describe en el presente documento, el tamafio y densidad superficial de carga de la nanoparticula afecta a
la capacidad de dirigir la nanoparticula a las mitocondrias. Por ejemplo, las nanoparticulas que tienen diametros de
aproximadamente 200 nandémetros o menos se encuentra que se acumulan mas facilmente en las mitocondrias que
nanoparticulas que tienen didametros mayores de aproximadamente 200 nanémetros. Las nanoparticulas que tienen
un potencial zeta de aproximadamente 0 o mayor se encuentra que se acumulan mas facilmente en las mitocondrias
que nanoparticulas que tienen potenciales zeta de menos de aproximadamente cero.

En realizaciones, las nanoparticulas descritas en el presente documento incluyen un nucleo hidréfobo y una capa
hidréfila que rodea al nucleo. Las nanoparticulas también incluyen un resto director mitocondrial. Las nanoparticulas
tienen un diametro de 70 a 330 nandmetros y tienen un potencial zeta de mas de 0 mM, tal como aproximadamente
1 mV o mayor, aproximadamente 7 mV o mayor, aproximadamente 20 mV o mayor, aproximadamente 25 mV o
mayor, aproximadamente 30 mV o mayor, aproximadamente 34 mV o mayor, aproximadamente 35 mV o mayor, o
similar. Tales nanoparticulas pueden permitir dirigir los agentes terapéuticos asociados a las nanoparticulas a
mitocondrias, que puede permitir el tratamiento de enfermedades asociadas a disfuncion mitocondrial.

Las ventajas de una o mas de las diversas realizaciones presentadas en el presente documento sobre
nanoparticulas anteriores, metodologias de formaciéon de imagenes, modalidades de tratamiento, o similares seran
facilmente evidentes para los expertos en la materia basandose en la siguiente descripcion detallada cuando se lee
junto con las figuras acompanantes. La materia objeto que no se incluye en el alcance de las reivindicaciones no
forma parte de la presente invencién reivindicada.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un esquema que presenta esquemas de reaccion ilustrativos para la sintesis de PLGA-b-PEG-
OH, PLGA-b-PEG-TPP, y polimero conjugado a QD.

La Figura 2 es un dibujo esquematico que ilustra la construccién de nanoparticulas dirigidas y no dirigidas
mezclando PLGA-b-PEG-OH y PLGA-COOH con PLGA-b-PEG-TPP, con agentes terapéuticos de accion
mitocondrial usados como cargas.
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La Figura 3 es un grafico de barras que muestra la variacion de tamafo y potencial zeta en nanoparticulas
mezcladas de PLGA-b-PEG-TPP y PLGA-COOH. * Las nanoparticulas de 100% de PLGA-COOH son inestables,
y el diametro de nanoparticula varia de 700 nm a 10 ym dependiendo de la preparacién de lote.

La Figura 4 es un grafico de barras que muestra la variacion del potencial zeta en nanoparticulas mezclando
PLGA-b-PEG-TPP con PLGA-b-PEG-OH.

Las Figuras 5A-F son imagenes de TEM de nanoparticulas mezcladas dirigidas y no dirigidas. Todas las
muestras de TEM excepto las nanoparticulas mezcladas QD se tifieron con solucidon acuosa estéril al 2% (p/vol)
de acetato de uranilo durante 15 min antes de formacién de imagenes.

Las Figuras 6A-B son graficos de barras que muestran la secrecion de IL-6 y TNF-a en los medios con
nanoparticulas de carga variada (A) y tamafo variado (A) (0,5 mg/ml) después de 12 h en macréfagos RAW
264.7.

Las Figuras 7A-B son imagenes de células que muestran localizacion subcelular de nanoparticulas mezcladas
PLGA-b-PEG-TPP/PLGA-b-PEG-QD dirigida fluorescente roja (A) y nontargeted PLGA-b-PEG-OH/PLGA-b-PEG-
QD no dirigida (B). Se expusieron células HeLa a nanoparticulas dirigidas (diametro, 79 nm; potencial zeta, 27,4
mV) y nanoparticulas no dirigidas (diametro, 79 nm; potencial zeta, -26,5 mV) a 10 uM durante 4 h. Las células
se tifieron después con el marcador mitocondrial MitoTracker Green (Invitrogen), se fijaron, y se observaron con
microscopio de fluorescencia de campo amplio. Las imagenes fusionadas e imagenes de mayor ampliacion
muestran superposicion eficaz de tincion mitocondrial (verde) en nanoparticulas dirigidas (rojo). No se observo
superposicion significativa con nanoparticulas no dirigidas.

Las Figuras 8A-B son imagenes confocales de captacion dependiente del tiempo de nanoparticulas mezcladas
dirigidas PLGA-b-PEG-TPP/PLGA-b-PEGQD (A) y nanoparticulas mezcladas no dirigidas PLGA-b-PEG-
OH/PLGA-b-PEG-QD (B) en células HelLa. Los lisosomas se tifieron con CellLight lisosomas-GFP, BacMam 2.0
(Life Technologies) (verde).

Las Figuras 9A-D son graficos de barras que muestran la distribucion mitocondrial y citosélica de nanoparticulas
mezcladas dirigidas PLGA-b-PEGTPP/PLGA-b-PEG-QD en células HelLa por andlisis ICP-MS. (A) Efecto del
tamanfo en la captacion de nanoparticulas.

(B) Captacion celular global de nanoparticulas de tamafo variable. (C) Efecto de potencial zeta en el trafico
celular de nanoparticulas. (D) Captacion celular global de nanoparticulas de potencial zeta variable.

La Figura 10 es un grafico de barras que muestra el efecto de la supervivencia porcentual de células de
neuroblastoma IMR-32 después de tratamiento con nanoparticulas de curcumina dirigidas, nanoparticulas de
curcumina no dirigidas, y curcumina libre contra citotoxicidad inducida AB. El asterisco representa diferencias
significativas en nanoparticulas de curcumina dirigidas, nanoparticulas de curcumina no dirigidas, y curcumina
libre segun ANOVA de una via con ensayo post hoc de Tukey; P < 0,001.

Las Figuras 11A-C son graficos de barras que muestran perfiles de citotoxicidad de nanoparticulas dirigidas de
LND, nanoparticulas no dirigidas de LND, LND libre (A); nanoparticulas dirigidas de a-TOS, nanoparticulas no
dirigidas de a-TOS, a-TOS libre en células HelLa (B); y nanoparticulas dirigidas vacias, y nanoparticulas no
dirigidas vacias en células HelLa (C).

Las Figuras 12A-D son graficos de barras que muestran que preadipocitos de raton 3T3-L1 se diferenciaron en
adipocitos en presencia de 1 yM (A), 4 uM (B), 25 uM (C), o 100 uM (D) de nanoparticulas dirigidas de 2,4-DNP,
nanoparticulas no dirigidas de 2,4-DNP, y 2,4-DNP libre durante 7 d. Se usaron células no diferenciadas y
células completamente diferenciadas como controles. Se tifieron lipidos intracelulares con AdipoRed (Lonza), y
se calculd la acumulacién lipidica porcentual. La inhibicién de diferenciacion de adipocitos se muestra para el dia
7. Los analisis estadisticos se realizaron usando ANOVA de una via con ensayo post hoc de Tukey. *P < 0,05;
***P < 0,001. Se obtuvieron resultados similares de dos experimentos independientes. ns, no significativo.

La Figura 13 es un grafico que muestra los resultados presentados en las Figuras 12A-D en un formato diferente.

La Figura 14 es un grafico que muestra biodistribucion y farmacocinética in vivo de nanoparticulas dirigidas en
ratas.

La Figura 15 es una tabla que muestra datos farmacocinéticos de nanoparticulas dirigidas en ratas.
Los dibujos esquematicos no son necesariamente a escala. Se usan numeros similares en las figuras para

referirse a componentes similares, etapas y similares. Sin embargo, se entendera que el uso de un nimero para
referirse a un componente en una figura dada no pretende limitar el componente en otra figura etiquetada con el
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mismo numero. Ademas, el uso de diferentes niUmeros para referirse a componentes no pretende indicar que
componentes numerados diferentes puedan no ser iguales o similares.

Descripcion detallada

En la descripcion detallada siguiente, se hace referencia a las figuras acompafiantes que forman parte de la misma,
y en las que se muestran a modo de ilustracion varias realizaciones especificas de dispositivos, sistemas y métodos.

Todos los términos cientificos y técnicos usados en el presente documento tienen significados usados habitualmente
en la técnica a menos que se especifique otra cosa. Las definiciones proporcionadas en el presente documento son
para facilitar la comprension de cientos términos usados frecuentemente en el presente documento y no pretenden
limitar el alcance de la presente divulgacion.

Tal como se usan en la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular "un",
"uno", y "el" incluyen realizaciones que tienen referencias en plural, a menos que el contexto dicte claramente otra
cosa. Tal como se usan en la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, el término "o" se emplea
generalmente en su sentido incluyendo "y/o" a menos que el contexto dicte claramente otra cosa.

Como se usa en el presente documento, "tener”, "teniendo”, "incluir", "incluyendo", "comprender”, "comprendiendo” o
similar se usan en su sentido amplio, y significan generalmente "incluyendo, pero sin limitacién". Se entendera que
"consistiendo basicamente en’, "consistiendo en’, y similares se subsuman en "comprendiendo” y similares.

Como se usa en el presente documento, "enfermedad" significa una afeccidon de un ser vivo o una o0 mas de sus
partes que perjudica el funcionamiento normal. Como se usa en el presente documento, el término enfermedad
incluye términos tales como enfermedad, trastorno, afeccion, disfuncion y similares.

Como se usa en el presente documento, "tratar" o similar significa curar, prevenir, 0 mejorar uno o mas sintomas de
una enfermedad.

Como se usa en el presente documento, una enfermedad asociada a una disfuncién mitocondrial es una enfermedad
que puede tratarse por accidn terapéutica en o dentro de las mitocondrias, tal como suministrando un agente
terapéutico a las mitocondrias y el agente interactuando con una o mas moléculas sobre o en las mitocondrias.

Como se usa en el presente documento, un compuesto que es "hidréfobo" es un compuesto que es insoluble en
agua o tiene una solubilidad en agua menor de 1 miligramo/litro.

Como se usa en el presente documento un compuesto que es "hidrofilo" es un compuesto que es soluble en agua o
tiene una solubilidad en agua mayor de 1 miligramo/litro.

Como se usa en el presente documento, "unir", "unido”, o similar significa que las entidades quimicas estan unidas
mediante un tipo adecuado de enlace, tal como un enlace covalente, un enlace ionico, un enlace de hidrogeno,
fuerzas de van der walls, o similar. "Unir", "unido", y similar se usan intercambiablemente en el presente documento

con "sujetar", "sujeto”, y similares.

Como se usa en el presente documento, una molécula o resto "unido" a un nicleo de una nanoparticula puede estar
incorporado al nucleo, contenido en el ndcleo, unido a una molécula que forma al menos una parte del nucleo, unido
a una molécula unida al nucleo, o unido directamente al nucleo.

Como se usa en el presente documento, un "derivado" de un compuesto es un compuesto estructuralmente similar
al compuesto del que es derivado. Muchos derivados son derivados funcionales. Es decir, los derivados
generalmente una funcién similar deseada al compuesto del que es un derivado. A modo de ejemplo, trifenilfosfonio
(TPP) se describe en el presente documento como resto director mitocondrial porque puede acumularse, o hacer
que se acumule un compuesto o complejo (tal como una nanoparticula) al que esta unido, en las mitocondrias. Por
consiguiente, un derivado funcional de TPP es un derivado de TPP que puede acumularse, o hacer que se acumule
un compuesto o complejo al que esta unido, en las mitocondrias en una concentracién similar a TPP (por ejemplo,
en un intervalo de concentracion aproximadamente 100 veces, tal como en un intervalo de concentraciéon
aproximadamente 10 veces).

Las nanoparticulas, como se describe en el presente documento, incluyen, en realizaciones, un nucleo hidréfobo,
una capa hidroéfila que rodea al ndcleo, y uno o mas restos directores mitocondriales, asi como uno o mas agentes
diagnoésticos o uno 0 mas agentes terapéuticos. En realizaciones, los agentes de contraste o agentes terapéuticos
estan contenidos o incorporados en el nicleo. Si la nanoparticula incluye agentes terapéuticos, los agentes se
liberan preferentemente del nucleo a una velocidad deseada. En realizaciones, el ndcleo es biodegradable y libera
los agentes a medida que el nucleo se degrada o erosiona. Los restos directores se extienden preferentemente
hacia fuera del nucleo de modo que estén disponibles para interaccidon con componentes celulares o de modo que
afecten a propiedades superficiales de la nanoparticula, interacciones o propiedades superficiales que favoreceran
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una distribuciéon preferencial en las mitocondrias. Los restos directores pueden estar conectados al nucleo o a
componentes que interactuan con el nucleo.

I. Ndcleo

El nucleo de la nanoparticula puede formarse a partir de cualquier componente o componentes adecuados.
Preferentemente, el ndcleo se forma de componentes hidréfobos tales como polimeros hidréfobos o partes
hidréfobas de polimeros. El ndcleo puede incluir también o alternativamente copolimeros en bloque que tienen
partes hidréfobas y partes hidréfilas que pueden autoensamblarse en un entorno acuoso en particulas que tienen el
nucleo hidroéfobo y una superficie exterior hidréfila. En realizaciones, el nicleo comprende uno o mas polimeros
biodegradables o un polimero que tiene una parte biodegradable.

Se puede usar cualquier polimero bioabsorbible natural o sintético adecuado. Tales polimeros son reconocibles e
identificables por el experto habitual en la materia. Ejemplos no limitantes de polimeros biodegradables sintéticos
incluyen: poli(amidas) tales como poli(aminoacidos) y poli(péptidos); poli(ésteres) tales como poli(acido lactico),
poli(acido glicdlico),

poli(acido lactico-co-glicolico) (PLGA), y poli(caprolactona); poli(anhidridos); poli(ortoésteres); poli(carbonatos); y
derivados quimicos de los mismos (sustituciones, adiciones de grupos quimicos, por ejemplo, alquilo, alquileno,
hidroxilaciones, oxidaciones, y otras modificaciones hechas rutinariamente por los expertos en la materia), fibrina,
fibrinégeno, celulosa, almidén, colageno, y acido hialurénico, copolimeros y mezclas de los mismos. Las
propiedades y perfiles de liberacion de estos y otros polimeros adecuados se conocen o se identifican facilmente.

En diversas realizaciones, el nucleo descrito en el presente documento comprende PLGA. PLGA es un polimero
biodegradable hidréfobo bien conocido y estudiado usado para el suministro y liberacion de agentes terapéuticos a
velocidades deseadas.

Preferentemente, los al menos alguno de los polimeros usados para formar el ndcleo son anfifilicos teniendo partes
hidroéfobas y partes hidrofilas. Las partes hidrofobas pueden formar el nucleo, mientras que la regiones hidréfilas
pueden formar una capa y rodea al nlcleo para ayudar a la nanoparticula a evadir el reconocimiento del sistema
inmune y mejorar la semivida en circulacion. Ejemplos de polimeros anfifilicos incluyen copolimeros en bloque que
tienen un bloque hidréfobo y un bloque hidréfilo. En realizaciones, el nucleo estd formado por porciones hidréfobas
de un copolimero en bloque, un polimero hidréfobo, 0 combinaciones de los mismos.

La proporcion de polimero hidréfobo a polimero anfifilico puede variarse para variar el tamafo de la nanoparticula.
En realizaciones, una mayor proporcion de polimero hidréfobo a polimero anfifilico resulta en una nanoparticula que
tiene un mayor diametro. Se puede usar cualquier proporcidon de polimero hidréfobo a polimero anfifilico. En
realizaciones, la nanoparticula incluye aproximadamente una proporcion 50/50 en peso de polimero anfifilico a
polimero hidréfobo o una proporcion que incluye mas polimero anfifilico que polimero hidréfilo, tal como
aproximadamente proporcién 20/80, aproximadamente una proporcién 30/70, aproximadamente una proporcion
40/60, aproximadamente una proporcion 55/45, aproximadamente una proporcién 60/40, aproximadamente una
proporcion  65/45, aproximadamente una proporcion 70/30, aproximadamente una proporcion 75/35,
aproximadamente una proporcion 80/20, aproximadamente una proporcion 85/15, aproximadamente una proporcion
90/10, aproximadamente una proporcion 95/5, aproximadamente una proporcion 99/1, o aproximadamente 100% de
polimero anfifilico.

En realizaciones, el polimero hidréfobo comprende PLGA, tal como PLGA-COOH o PLGA-OH o PLGA-TPP. En
realizaciones, el polimero anfifilico comprende PLGA y PEG, tal como PLGA-PEG. El polimero anfifilico puede ser
un polimero dendritico que tiene partes hidréfilas ramificadas. Los polimeros ramificados pueden permitir la unién de
mas de un resto en los extremos terminales de las colas poliméricas hidréfilas ramificadas, ya que los polimeros
ramificados tienen mas de un extremo terminal.

Como se describe en el presente documento, las nanoparticulas que tienen un diametro de aproximadamente 250
nm o menos; por ejemplo aproximadamente 200 nm o menos, se dirigen generalmente mas eficazmente a las
mitocondrias que nanoparticulas que tienen un diametro de mas de aproximadamente 250 nm o mas de
aproximadamente 200 nm. De acuerdo con la invencion, la nanoparticula tiene un diametro de 70 a 330 nm. En
realizaciones, una nanoparticula eficaz para direccion mitocondrial tiene un diametro de aproximadamente 190 nm o
menos, aproximadamente 180 nm o menos, aproximadamente 170 nm o menos, aproximadamente 160 nm o
menos, aproximadamente 150 nm o menos, aproximadamente 140 nm o menos, aproximadamente 130 nm o
menos, aproximadamente 120 nm o menos, aproximadamente 110 nm o menos, aproximadamente 100 nm o
menos, aproximadamente 90 nm o menos, aproximadamente 80 nm o menos. En realizaciones, una nanoparticula
tiene un diametro de aproximadamente 70 nm a aproximadamente 130 nm, de aproximadamente 80 nm a
aproximadamente 120 nm, de aproximadamente 80 nm a aproximadamente 100 nm.
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Il. Capa hidréfila que rodea al nucleo

Las nanoparticulas descritas en el presente documento incluyen una capa hidréfila que rodea al nucleo hidroéfilo. La
capa hidréfila puede ayudar a la nanoparticula a evadir el reconocimiento del sistema inmune y puede mejorar la
semivida en circulacion de la nanoparticula.

Tal como se ha indicado anteriormente, la capa hidréfila puede formarse, total o parcialmente, mediante una parte
hidréfila de un polimero anfifilico, tal como un copolimero en bloque que tiene un bloque hidréfobo y un bloque
hidrofilo.

Cualquier polimero hidréfilo adecuado o parte hidréfila de un polimero anfifilico puede formar la capa hidréfila o parte
de la misma. El polimero hidréfilo o la parte hidréfila de un polimero puede ser un polimero lineal o ramificado o
dendritico. Ejemplos de polimeros hidréfilos adecuados incluyen polisacaridos, dextrano, quitosano, acido
hialurénico, polietilenglicol, 6xido de polimetileno, y similares.

En realizaciones, una parte hidréfila de un copolimero en bloque comprende polietilenglicol (PEG). De acuerdo con
la invencién, un copolimero en bloque comprende una parte hidréfoba que comprende PLGA y una parte hidréfila
que comprende PEG.

Un polimero hidréfilo o parte hidréfila de un polimero puede contener restos que estan cargados en condiciones
fisiolégicas, que se puede aproximar mediante una soluciéon salina tamponada, tal como una solucién salina
tamponada con fosfato o citrato, a un pH de aproximadamente 7,4, o similar. Tales restos pueden contribuir a la
densidad de carga o potencial zeta de la nanoparticula. El potencial zeta es un término para potencial electrocinético
en sistemas coloidales. Aunque el potencial zeta no es directamente medible, puede determinarse
experimentalmente usando movilidad electroforética, movilidad electroforética dinamica, o similar.

Como se indica en el presente documento, el potencial zeta desempefia un papel en la capacidad de las
nanoparticulas para acumularse en las mitocondrias, resultando potenciales zeta mayores generalmente en
acumulacién aumentada en las mitocondrias. De acuerdo con la invencién, las nanoparticulas tienen un potencial
zeta, segun se mide mediante dispersion de luz dinamica, de mas de 0 mV. Por ejemplo, una nanoparticula puede
tener un potencial zeta de aproximadamente 1 mV o mayor, de aproximadamente 5 mV o mayor, de
aproximadamente 7 mV o mayor, o aproximadamente 10 mV o mayor, o aproximadamente 15 mV o mayor, de
aproximadamente 20 mV o mayor, aproximadamente 25 mV o mayor, aproximadamente 30 mV o mayor,
aproximadamente 34 mV o mayor, aproximadamente 35 mV o mayor, o similar. En realizaciones, una nanoparticula
tiene un potencial zeta de aproximadamente 1 mV a 50 mV, de aproximadamente 2 mV a aproximadamente 40 mV,
de aproximadamente 7 mV a aproximadamente 35 mV, o similar.

Cualquier resto adecuado que pueda cargarse en condiciones fisioldgicas puede ser parte de o unirse a un polimero
hidréfilo o parte hidréfila de un polimero. En realizaciones, el resto esta presente en un extremo terminal del polimero
o parte hidréfila del polimero. Por supuesto, el resto puede unirse directa o indirectamente a la cadena de polimero
en una ubicacion distinta al extremo terminal. Debido al potencial electroquimico basicamente negativo mantenido a
través de la membrana mitocondrial interior, los cationes, particularmente si estan deslocalizados, son eficaces para
atravesar las membranas hidréfobas y acumularse en la matriz mitocondrial. Se discuten con mas detalle
posteriormente restos catidnicos que se conocen por facilitar la direccidon mitocondrial. Sin embargo, pueden incluirse
restos catidnicos que no son particularmente eficaces para direccidn mitocondrial selectiva en nanoparticulas o
unirse a polimeros hidréfilos o partes de polimeros. En realizaciones, los restos aniénicos pueden formar parte de o
unirse al polimero hidréfilo o parte de un polimero. Pueden incluirse restos aniénicos o polimeros que contienen los
restos anidnicos en nanoparticulas para ajustar el potencial zeta, segun se desee. En realizaciones, un polimero
hidréfilo o parte de un polimero incluye un grupo hidroxilo que puede resultar en un anién de oxigeno cuando se
coloca en un ambiente acuoso fisioldgico. En realizaciones, el polimero comprende PEG-OH donde el OH sirve
como resto cargado en condiciones fisioldgicas. De acuerdo con la invencion, el polimero director es poli(acido D.L-
lactico-co-glicdlico)-b-poli(etilenglicol) catidn trifenilfosfonio (PLGA-b-PEG-TPP).

Ill. Restos directores mitocondriales

Las nanoparticulas descritas en el presente documento incluyen uno o mas restos que dirigen las nanoparticulas a
las mitocondrias. Como se usa en el presente documento, "dirigir" una nanoparticula a las mitocondrias significa que
la nanoparticula se acumula en las mitocondrias con respecto a otros organulos o el citoplasma a una concentracion
mayor que una nanoparticula no dirigida basicamente similar. Una nanoparticula no dirigida basicamente similar
incluye los mismos componentes en basicamente la misma concentracion relativa (por ejemplo, en
aproximadamente un 5%) que la nanoparticula dirigida, pero carece de resto director.

Los restos directores mitocondriales pueden estar conectados al nucleo en cualquier forma adecuada, tal como
union a una molécula que forma parte del nicleo o a una molécula que esta unida al nucleo. En realizaciones, un
resto director esta unido a un polimero hidréfilo que esta unido a un polimero hidréfobo que forma parte del ndcleo.
En realizaciones, un resto director esta unido a una parte hidréfila de un copolimero en bloque que tiene un bloque
hidroéfobo que forma parte del nucleo.
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Los restos directores pueden unirse a cualquier parte adecuada de un polimero. En realizaciones, los restos
directores se unen a un extremo terminal de un polimero. En realizaciones, los restos directores se unen a la cadena
del polimero, o a una molécula unida a la cadena, en una ubicacion distinta al extremo terminal del polimero. Puede
unirse mas de un resto director a un polimero dado. En realizaciones, el polimero es un polimero dendritico que
tiene multiples extremos terminales y los restos directores pueden unirse a mas de un extremo terminal.

Los polimeros, o partes de los mismos, a los que se unen los restos directores pueden contener, o modificarse para
contener, grupos funcionales apropiados, tales como -OH, -COOH, -NH, -SH, -N3, -Br, -Cl, -I, -CH=CH,, C=CH, -
CHO o similar, para reaccion con y union a los restos directores que tienen, o se modifican para tener, grupos
funcionales adecuados.

Se presentan ejemplos de restos directores conectados a polimeros en la presente divulgacion para ilustrar los tipos
de reacciones y conexiones que se pueden producir. Sin embargo, el experto en la materia entendera que la
conexién de restos directores a polimeros puede realizarse segun cualquiera de un nimero de procesos de reaccién
quimicos conocidos.

Los restos directores pueden estar presentes en las nanoparticulas a cualquier concentracion adecuada. En
realizaciones, la concentracion puede variarse faciimente basandose en analisis iniciales in vitro para optimizar antes
de estudio o uso in vivo. En realizaciones, los restos directores tendran cubrimiento superficial de aproximadamente
5% a aproximadamente 100%.

Se puede emplear cualquier resto adecuado para facilitar la acumulacién de nanoparticulas en las mitocondrias.
Debido al potencial electroquimico basicamente negativo mantenido a través de la membrana mitocondrial interior,
los cationes lipdfilos deslocalizados son eficaces para cruzar las membranas hidréfobas y acumularse en las
mitocondrias. Los compuestos de ftrifenilfosfonio (TPP) pueden acumularse mas de 10 veces en la matriz
mitocondrial. De acuerdo con la invencion, el resto director mitocondrial es TPP. Puede usarse cualquier compuesto
adecuado que contenga TPP como resto director a matriz mitocondrial. Los ejemplos representativos de restos
basados en TPP pueden tener estructuras indicadas posteriormente en la Férmula |, Férmula Il o Férmula 111
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donde la amina (como se representa) puede conjugarse a un polimero u otro componente para incorporacion a la
nanoparticula.

En un aspecto de la divulgacion, el cation lipdfilo deslocalizado para dirigir a la matriz mitocondrial es un catién
rodamina, tal como Rodamina 123 que tiene Férmula IV como se representa posteriormente (no se reivindica):

o NH,*
G ‘

COOMe

v,

donde la amina secundaria (como se representa) puede conjugarse a un polimero, lipido, o similar para
incorporacion a la nanoparticula.

Por supuesto, los compuestos no catidnicos pueden servir para dirigir y acumularse en la matriz mitocondrial. A
modo de ejemplo, el péptido Szeto-Shiller puede servir para dirigir y acumular una nanoparticula en la matriz
mitocondrial. Puede emplearse cualquier péptido Szetto-Shiller adecuado como resto director a matriz mitocondrial.
Los ejemplos no limitantes de péptidos Szeto-Shiller adecuados incluyen SS-02 y SS-31, que tienen Férmula V y
Formula VI, respectivamente, como se representa posteriormente (no se reivindica):
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donde la amina secundaria (como se representa) puede conjugarse a un polimero, lipido, o similar para

incorporacioén a la nanoparticula.

10 Con fines de ejemplo, se muestra posteriormente un esquema de reaccion para la sintesis de PLGA-PEG-TPP (el
resto director mitocondrial segun las reivindicaciones) en el Esquema |. Se entenderd que pueden emplearse otros
esquemas para sintetizar PLGA-PEG-TPP y que pueden emplearse esquemas de reaccién similares para conectar
otros restos directores mitocondriales a PLGA-PEG o conectar restos a otro polimero o componentes de una

nanoparticula.
15
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(Esquema )

Preferentemente, un resto director esta unido a un polimero hidréfilo o parte hidréfila de un polimero para que el
resto director se extienda desde el nucleo de la nanoparticula para facilitar el efecto del resto director.

Se entendera que el resto director mitocondrial puede alterar el potencial zeta de una nanoparticula. Por
consiguiente, el potencial zeta de una nanoparticula puede afinarse ajustando la cantidad de resto director incluida
en la nanoparticula. El potencial zeta también puede ajustarse incluyendo otros restos cargados, tales como restos
cargados de, o unidos a, polimeros hidrofilos o partes hidréfilas de polimeros.

En aspectos de la divulgacion, se proporcionan restos cargados solo por, o basicamente por, restos directores
mitocondriales. En realizaciones, aproximadamente un 95% o mas de los restos cargados se proporcionan por
restos directores mitocondriales. En realizaciones, aproximadamente un 90% o mas de los restos cargados se
proporcionan por restos directores mitocondriales. En realizaciones, aproximadamente un 85% o mas de los restos
cargados se proporcionan por restos directores mitocondriales. En realizaciones, aproximadamente un 80% o mas
de los restos cargados se proporcionan por restos directores mitocondriales. En realizaciones, aproximadamente un
75% o mas de los restos cargados se proporcionan por restos directores mitocondriales. En realizaciones,
aproximadamente un 70% o mas de los restos cargados se proporcionan por restos directores mitocondriales. En
realizaciones, aproximadamente un 65% o mas de los restos cargados se proporcionan por restos directores
mitocondriales. En realizaciones, aproximadamente un 60% o mas de los restos cargados se proporcionan por
restos directores mitocondriales. En realizaciones, aproximadamente un 55% o mas de los restos cargados se
proporcionan por restos directores mitocondriales. En realizaciones, aproximadamente un 5% o mas de los restos
cargados se proporcionan por restos directores mitocondriales. Por supuesto, los restos directores mitocondriales
pueden proporcionar cualquier cantidad o porcentaje adecuado de restos cargados.

En realizaciones, las nanoparticulas se forma mezclando un polimero que incluye un resto director mitocondrial con
un polimero que incluye un resto cargado distinto de un resto director mitocondrial.

IV. Agentes terapéuticos

Una nanoparticula, como se describe en el presente documento, pueden incluir uno cualquiera o mas agentes
terapéuticos. El agente terapéutico puede estar incorporado, o contenido en, el nucleo de la nanoparticula.
Preferentemente, el agente terapéutico se libera del nicleo a velocidad deseada. Si el nucleo esta formado partir de
un polimero (tal como PLGA) o combinacion de polimeros que tienen velocidades de liberacién conocidas, la
velocidad de liberaciéon puede controlarse facilmente.

En realizaciones, un agente terapéutico o precursor del mismo esta conjugado a un polimero, u otro componente de
una nanoparticula, de una forma descrita anteriormente con respecto a los restos directores. El agente terapéutico
puede conjugarse mediante un conector escindible de modo que el agente pueda liberarse cuando la nanoparticula
alcance la ubicacion diana, tal como las mitocondrias.

Los agentes terapéuticos pueden estar presentes en la nanoparticula en cualquier concentracion adecuada. Por

ejemplo, un agente terapéutico puede estar presente en la nanoparticula en una concentraciéon de aproximadamente
0,01% a aproximadamente 30% en peso de la nanoparticula.
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En realizaciones, la nanoparticula incluye uno o mas agentes terapéuticos utiles para el tratamiento de una
enfermedad asociada a disfuncién mitocondrial. Tales enfermedades incluyen enfermedad neurodegenerativa,
obesidad, y cancer.

Ejemplos de enfermedades neurodegenerativas que pueden estar asociadas a disfuncion mitocondrial incluyen
enfermedad de Alzheimer, lesién isquémica, enfermedad de Parkinson y apoplejia. Ejemplos de tipos de cancer que
pueden estar asociados a disfuncion mitocondrial incluyen canceres de mama, préstata, colon, melanoma y linfoma.

En realizaciones, la nanoparticula incluye uno o mas agentes terapéuticos configurados para reducir cantidades de
amiloide beta. Por ejemplo, el agente terapéutico puede ser curcumina, otros antioxidantes, acido félico o lacmoide.

En realizaciones, la nanoparticula incluye uno o mas desacopladores mitocondriales que actuan para separar la
fosforilacion oxidativa de la sintesis de ATP. Por ejemplo, el agente terapéutico puede ser 2,4-dinitrofenol (DNP).

En realizaciones, la nanoparticula incluye uno o mas agentes anticancerigenos de acciéon mitocondrial. Por ejemplo,
el agente terapéutico puede ser (i) un modulador de la familia de proteinas BCL-3, tal como compuestos que actuan
sobre BCL-X, BCL-2, BCL-W, MCLA1, o similares; (ii) inhibidores metabdlicos tales como compuestos que afectan a,
HK, afectan a la interaccién HK2-VDAC, inhibidores de PDK, afectan a LDH-A, afectan a acido graso sintasa,
afectan a ATP citrato liasa, inhibidores de acetil-CoA carboxilasa, o similares; (iii) agentes directores a VDAC o
directores a ANT; (iv) reguladores de ROS tales como inhibidores de SOD, inhibidores de GSH, inhibidores de GPX,
o similares; (v) inhibidor de HSP90; o (vi) similar. Ejemplos de agentes anticancerigenos de accién mitocondrial
especificos incluyen lonidamina (LND), succinato de a-tocoferilo (a-TOS), dicloroacetato, A-385358, ABT-263, ABT-
737, AT-101, 2-amino-6-bromo-4-(1-ciano-2-etoxi-2-oxoetil)-4H-cromeno-3-carboxilato (HA14-1), oblimersen,
obatoclax, gosipol, jasmonato de metilo, dicloroacetato, péptido HK2, ARNsh LDH-A, orlistat, SB-204990, sorafeno
A, 4-(N-(s-glutationilacetato)aminofenilarsenéxido (GSAO), clodronato, PK11195, menadiona, B-lapachona, CD437,
gamitrinibs, 8-(2-cloro-3,4,5-trimetoxibencil)-2-fluoro-9-(pent-4-nil)-9H-purin-6-amina (PU24Fcl), (8-(6-
bromobenzo[d][1,3]dioxol-5-iltio)-9-(pent-4-inil)-9H-purin-6-amina (PU-H58), 8-(6-yodobenzo[d][1,3]dioxol-5-iltio)-9-(3-
isopropilamio)propil-9H-purin-6-amina (PU-H71), seferdina, reservatrol, 2-metoxiestradiol, tetratiomolibdato (ATN-
224), butionina sulfoximina, dimetilamino-partenolida (DMAPT), partenolida, imexonas, mangafodipir, menadiona,
motexafino gadolinio, PEITC, elescomol (STA-4783), acido todo-trans retinoico, acido 6-[3-(1-adamantil)-4-
hidroxifenil]-2-naftalenocarboxilico (CD437), acido (E)-3-(4’-hidroxi-3’-adamantilbifenil-4il)acrilico (ST1926), 3-
bromopiruvato, acido butirico, resveratrol, 2-desoxi-D-glucosa, arsenito tridxido, acido betulinico, y similares. Uno o
mas compuestos o clases descompuestos descritos en, por ejemplo, Fulda et al., targeting mitochondria for cancer
therapy, Nature Reviews-Drug Discovery, volumen 9: 447 (junio de 2010), pueden usarse.

V. Agentes de contraste

Una nanoparticula como se describe en el presente documento puede incluir uno o mas agentes de contraste para
formacion de imagenes, visualizacidon o diagnodstico. En realizaciones, la formaciéon de imagenes se realiza para
verificar que las nanoparticulas terapéuticas se transportan adecuadamente a la mitocondria. Puede emplearse
cualquier agente de contraste adecuado. En realizaciones, el agente de contraste es adecuado para formacion de
imagenes por resonancia magnética in vivo (MRI), tal como nanocristales de éxido de hierro (I0) o complejos de
gadolinio. En realizaciones, el agente de contraste es adecuado para formacion de imagenes 6pticas ex vivo/in vivo,
tal como punto cuantico (QD) (fluorescencia) o colorantes fluorescentes, puntos c, puntos p, o similar. En
realizaciones, la nanoparticula incluye tanto agentes de contraste para MRI como agentes para formacion de
imagenes opticas fluorescentes. De acuerdo con la invencién, la nanoparticula puede comprender un punto cuantico.

Pueden incorporarse agentes de contraste a la nanoparticula de cualquier forma adecuada. En realizaciones, los
agentes de contraste se incorporan al nucleo o estan contenidos en el nucleo. En realizaciones, los agentes de
contraste se conectan a un polimero u otro componente de la nanoparticula. Tal conexién puede realizarse como se
describié anteriormente con respecto a otros componentes de la nanoparticula, tales como restos directores.

Pueden estar presentes agentes de contraste en una nanoparticula en cualquier cantidad adecuada. En
realizaciones, un agente de contraste esta presente en una nanoparticula de aproximadamente 0,05% en peso a
aproximadamente 30% en peso de la nanoparticula.

VI. Sintesis de nanoparticulas

Las nanoparticulas, como se describe en el presente documento, pueden sintetizarse o ensamblarse mediante
procesos adecuados. Preferentemente, las nanoparticulas se ensamblan en una etapa individual para minimizar
variacion de proceso. Un proceso de tapa individual puede comprender nanoprecipitacion y autoensamblaje.

En general, las nanoparticulas pueden sintetizarse o ensamblarse disolviendo o suspendiendo componentes
hidréfobos en un disolvente organico, preferiblemente un disolvente que es miscible en un disolvente acuoso usado
para precipitacion. En realizaciones, se usa acetonitrilo como disolvente organico, pero cualquier disolvente
adecuado tal como dimetilformamida (DMF), dimetilsulféxido (DMSO), acetona, o similar, puede usarse. Se
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disuelven componentes hidréfilos en un disolvente acuoso adecuado, tal como agua, etanol al 4%, o similar. La
solucion de fase organica puede afadirse gota a gota a la solucién de fase acuosa para nanoprecipitar los
componentes hidréfobos y permitir el autoensamblaje de la nanoparticula en el disolvente acuoso.

Un proceso para determinar las condiciones apropiadas para formar las nanoparticulas puede ser el siguiente. En
resumen, polimeros funcionalizados y otros componentes, si se incluyen o son apropiados, pueden codisolverse en
mezclas de disolventes organicos. Esta solucion puede afnadirse gota a gota en disolvente acuoso caliente (por
ejemplo, 65 °C) (por ejemplo, agua, etanol al 4%, etc.), tras lo cual se evaporaran los disolventes, produciendo
nanoparticulas con un nucleo hidréfobo rodeado por un componente polimérico hidréfilo, tal como PEG. Una vez se
ha conseguido un conjunto de condiciones donde un alto nivel (por ejemplo, >75%) de carga superficial de resto
director, pueden incluirse agentes de contraste o agentes terapéuticos en la nanoprecipitacion y autoensamblaje de
las nanoparticulas.

Si los resultados no son deseablemente reproducibles por mezcla manual, se pueden usar canales microfluidos.

Las nanoparticulas pueden caracterizarse por su tamafio, carga, estabilidad, carga IO y QD, carga de farmaco,
cinética de liberacién de farmaco, morfologia superficial, y estabilidad usando métodos bien conocidos o publicados.

Las propiedades de nanoparticula pueden controlarse (a) controlando la composicién de la solucién de polimero, y
(b) controlando las condiciones de mezcla tales como tiempo de mezcla, temperatura, y proporciéon de agua a
disolvente orgénico. La probabilidad de variacion en las propiedades de nanoparticula aumenta con el numero de
etapas de procesamiento requeridas para la sintesis.

El tamafo de la nanoparticula producida puede variarse alterando la proporcion de componentes nucleares
hidréfobos a componentes capsulares anfifilicos. El tamafio de nanoparticula también puede controlarse cambiando
la longitud de polimero, cambiando el tiempo de mezcla, y ajustando la proporcién de compuesto organico en la
fase. La experiencia anterior con nanoparticulas de PLGA-b-PEG de diferentes longitudes sugiere que el tamafo de
nanoparticula aumentara de un minimo de aproximadamente 20 nm para polimeros cortos (por ejemplo, PLGAz000-
PEGy750) a un maximo de aproximadamente 150 nm para polimeros largos (por ejemplo, PLGA100.000-PEG10.000). Asi,
el peso molecular del polimero servira para ajustar el tamafio.

La carga superficial de nanoparticula puede controlarse mezclando polimeros con grupos terminales cargados
apropiadamente. Ademas, la composicion y quimica superficial pueden controlarse mezclando polimeros con
longitudes de polimero hidréfilo diferentes, polimeros hidréfilos ramificados, o afiadiendo polimeros hidrofobos.

Una vez formadas, las nanoparticulas pueden recogerse y lavarse por centrifugacion, ultrafiltracién centrifuga, o
similar. Si se produce agregacion, las nanoparticulas pueden purificarse por dialisis, pueden purificarse por
centrifugacion mas prolongada a velocidades inferiores, pueden purificarse con el uso de tensioactivo, o similar.

Una vez recogidas, cualquier cantidad de disolvente remanente puede retirarse y las particulas pueden secarse, que
ayudaria a minimizar cualquier descomposiciéon prematura o liberacién de componentes. Las nanoparticulas pueden
liofilizarse con el uso de agentes de masa tales como manitol, o prepararse de otro modo para almacenamiento
antes de uso.

Se entendera que los agentes terapéuticos pueden situarse en la fase organica o la fase acuosa segun su
solubilidad.

Las nanoparticulas descritas en el presente documento pueden incluir cualquier otro componente adecuado, tales
como componentes de fosfolipidos o colesterol, generalmente conocidos o entendidos en la técnica como
adecuados para inclusién en nanoparticulas. La solicitud de patente pendiente de publicacion, PCT/US2012/053307,
describe un niumero de componentes adicionales que pueden incluirse en nanoparticulas.

Las nanoparticulas desveladas en PCT/US2012/053307 incluyen restos directores que dirigen las nanoparticulas a
células apoptéticas, tales como restos que dirigen a fosfatidilserina (PS). Los restos directores estan conjugados a
un componente de la nanoparticula. Tales restos incluyen diversos polipéptidos o complejos de coordinacién cinc
2,2’-dipicolilamina (Zn2+-DPA). En realizaciones, las nanoparticulas descritas en el presente documento estan
exentas o basicamente exentas de restos directores a células apoptéticas. En realizaciones, las nanoparticulas
descritas en el presente documento estan exentas o basicamente exentas de restos directores a células apoptoticas
que estan conjugados a un componente de la nanoparticula. En realizaciones, las nanoparticulas descritas en el
presente documento estan exentas o basicamente exentas de restos directores a PS. En realizaciones, las
nanoparticulas descritas en el presente documento estan exentas o basicamente exentas de restos directores a PS
que estan conjugados a un componente de la nanoparticula. En realizaciones, las nanoparticulas descritas en el
presente documento estan exentas o basicamente exentas de restos directores a PS-polipéptido o restos Zn**-DPA.
En realizaciones, las nanoparticulas descritas en el presente documento estan exentas o basicamente exentas de
restos directores a PS-polipéptido o restos Zn**-DPA que estan conjugados a un componente de la nanoparticula.
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Las nanoparticulas desveladas en PCT/US2012/053307 incluyen restos directores a macrofagos, tales como
azucares sencillos, conjugados a componentes de las nanoparticulas. En realizaciones, las nanoparticulas descritas
en el presente documento estan exentas o basicamente exentas de restos directores a macréfagos. En
realizaciones, las nanoparticulas descritas en el presente documento estan exentas o basicamente exentas de
restos directores a macrofagos que estan conjugados a la nanoparticula o un componente de la misma. En
realizaciones, las nanoparticulas descritas en el presente documento estan exentas o basicamente exentas de
restos de azucar sencillo. En realizaciones, las nanoparticulas descritas en el presente documento estan exentas o
basicamente exentas de restos de azucar sencillo que estan conjugados a la nanoparticula o un componente de la
misma.

VII. Uso y ensayo

En general, una nanoparticula como se describe en el presente documento puede dirigirse a mitocondrias,
especificamente a las mitocondrias. Las nanoparticulas pueden usarse para visualizacion, formaciéon de imagenes,
monitorizacion, diagnostico, o tratamiento de enfermedades asociadas a disfuncién mitocondrial.

El rendimiento y caracteristicas de las nanoparticulas producidas en el presente documento pueden ensayarse o
estudiarse de cualquier forma adecuada. A modo de ejemplo, la eficacia terapéutica puede evaluarse usando
ensayos basados en células. Toxicidad, biodistribucién, farmacocinética, y estudios de eficacia pueden ensayarse en
células o roedores u otros mamiferos. Pueden emplearse el pez cebra u otros modelos animales para estudios
combinados de formacion de imagenes y terapia. Roedores, conejos, cerdos, o similares pueden usarse para
evaluar el potencial diagndstico o terapéutico de nanoparticulas. Algunos detalles adicionales de estudios que
pueden realizarse para evaluar el rendimiento o caracteristicas de las nanoparticulas, que pueden usarse para
optimizar las propiedades las nanoparticulas, se describen posteriormente. Sin embargo, el experto en la materia
entendera que pueden realizarse facilmente otros ensayos y procedimientos.

Las caracteristicas de captacion y union de nanoparticulas que encapsulan QD fluorescente pueden evaluarse en
cualquier linea celular adecuada, tal como RAW 264.7, J774, jurkat, y células HUVEC. El papel inmunomodulador de
las nanoparticulas puede ensayarse determinando la liberacion de citoquinas cuando estas células se exponen a
condiciones variables de nanoparticulas. Puede estudiarse activacién de complemento para identificar qué rutas se
desencadenan usando columnas para aislar nanoparticulas opsonizadas; por ejemplo como se describe en
Salvador-Morales C, Zhang L, Langer R, Farokhzad OC, Immunocompatibility properties of lipid-polymer hybrid
nanoparticles with heterogeneous surface functional groups, Biomaterials 30: 2231-2240, (2009). Pueden realizarse
mediciones de fluorescencia usando un lector de placa, FACS, o similar. Debido a que el tamafo de nanoparticula
es un factor importante que determina la biodistribucidn, las nanoparticula se pueden emparejar en diversos
tamanos (por ejemplo, 20-40, 40-60, 60-80, 80-100, 100-150, y 150-300 nm) y ensayar de acuerdo con el tamaiio.

Puede usarse cualquier tipo celular apropiado para un agente terapéutico empleado en una nanoparticula para
evaluar la eficacia terapéutica o direccion apropiada. Pueden emplearse ensayos apropiados para resultado
terapéutico farmacolégico, como se entiende conoce generalmente en la técnica.

Pueden realizarse estudios de biodistribucién (bioD) y farmacocinética (PK) en ratas u otros mamiferos adecuados.
Para analisis de PK y bioD, se pueden dosificar ratas Sprague Dawley con nanoparticulas dirigidas a macréfagos,
dirigidas a apoptosis, etiquetadas con QD, o nanoparticulas similares sin grupos directores, a través de una
inyeccion en vena de cola lateral. La bioD puede seguirse inicialmente por formaciéon de imagenes de fluorescencia
durante 1-24 h después de inyeccion. Los animales pueden sacrificarse; y cerebro, corazon, intestino, higado, bazo,
rifidn, muasculo, hueso, pulmén, ganglios linfaticos, intestino, y piel pueden extirparse, pesarse, homogeneizarse, y
puede cuantificarse Cd de QD usando ICP-MS. La concentracion tisular puede expresarse como % de dosis
inyectada por gramo de tejido (%ID/g). La semivida en sangre puede calcularse a partir de las concentraciones
sanguineas de Cd en diversos puntos temporales

Las dosificaciones terapéuticas de nanoparticulas eficaces para uso humano pueden estimarse de estudios
animales segun técnicas bien conocidas, tal como escalado basado en area superficial o peso.

A continuacién, se presentan ejemplos, que describen diversas realizaciones de nanoparticulas representativas,
métodos para producir las nanoparticulas, y usos de las nanoparticulas.

Ejemplos
METODOS

A. Sintesis de PLGA-b-PEG-TPP

Sintesis de PLGA-b-PEG-TPP. HO-PEG-OH (0,75 g; 0,23 mmol), PLGA-COOH (0,50 g; 0,1 mmol) y 4-
dimetilaminopiridina (0,01 g; 0,08 mmol) se disolvieron en 7 ml de CH2Cl, seco. Una solucion de 2 ml de CH,Cl, de
N,N’-diciclohexicarbodiimida (DCC) (0,02 g; 0,1 mmol) se afiadié gota a gota a la mezcla de reaccién a 0 °C con
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agitacion. La mezcla se calent6 a temperatura ambiente y se agité durante una noche. La diciclohexilurea insoluble
se filtrd, y la mezcla se precipitdé en 50 ml de éter dietilico y metanol 50:50. El sélido resultante se centrifugé a 1.400
x g durante 15 min a 4 °C. Como purificacion final, se precipité repetidamente una solucién metandlica de PLGA-b-
PEG-OH, se lavé con éter dietilico frio, y se aislé en forma de un solido blanco en un 30% (0,2 g) de rendimiento.
RMN 'H (CHCls-d): & 5,3 [m, (OCHCH3C(O)], 4,9 [m, (OCH>C(O))], 3,6 [s, (OCHy)], 1,9 [m, (CHsCH)]. RMN 15C
(CHCIs-d): 6 169,6, 166,5, 66,0, 61,1, 60,9, 16,89, 15,46. Cromatografia de permeacion en gel: M, = 6.900 g/mol, My
= 9.200 g/mol, M; = 12.300 g/mol, PDI = 1,33. PLGA-b-PEG-OH (0,29 g; 0,03 mmol). Catién (5-
carboxipentil)trifenilfosfonio (31) (0,11 g; 0,29 mmol) y 4-dimetilaminopiridina (0,007 g; 0,06 mmol) se disolvieron en
3 ml de CHCl; seco. DCC (0,06 g; 0,29 mmol) se disolvié en CH2Cl» (1 ml) y se afiadi6é gota a gota a la mezcla de
reaccion a 0 °C con agitacion. La mezcla se agité durante una noche a temperatura ambiente, después de lo cual la
diciclohexilurea formada se retird por filtracion. Después se afiadieron 50 ml de éter dietilico frio a la mezcla
resultante para precipitar el polimero. El sélido se centrifugd a 1.400 x g durante 15 min a 4 °C. El disolvente se
retiré, y el soélido se liofilizé. El polimero se aislé en forma de un soélido blanco en un 99% (0,3 g) de rendimiento.
RMN H (CHC|3-d:)Z 6 7,9-7,6 [m, 15H (Ar)], 5,3 [m, (OCHCH3C(O)], 4,9 [m, (OCH2C(QO))], 3,6 [s, (OCH2)], 1,9 [m,
(CH3CH)]. RMN '°C (CHC13-d): & 166,5, 135,3, 133,9, 130,7, 66,0, 61,0. 16,89, 15,46. IR: v cm-1 3.029 (C-H sp2),
2.944 (C-H sp3), 2.200-2.000 (C-H Ar), 1.741 (C = O). RMN *'P (CHCI3-d): & 24,37.

B. Sintesis de PLGA-b-PEG-QD

PLGA-COOH (0,4 g; 80 umol), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) (12,4 mg; 80 umol), y NHS (9 mg;
80 uymol) se disolvieron en 3 ml de dimetilformamida (DMF), y se afiadié una solucién de 250 pl de QD-PEG-NH2 8
UM. La mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante 24 horas, después se filtré a través de a filtro de corte de
100 kDa Amicon (Millipore). El sélido resultante se disolvié en H20, se liofilizé durante una noche, y después se
resuspendi6 en DMF. PLGA-b-PEG-QD se caracterizaron usando dispersion de luz dinamica (DLS), que dio un
diametro hidrodinamico de 10,1 £ 0,1 nm y un PDI de 0,3.

C. Sintesis de nanoparticulas dirigidas y no dirigidas

Se sintetizaron nanoparticulas por el método de nanoprecipitacién como se describe generalmente en Marrache y
Dhar (2012), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 109: 16288-16293, Kolishetti et al. (2010) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
107:17939-17944; y Dhar et &l. (2011) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 108:1850-1855. En resumen, se afiadié gota a
gota PLGA-b-PEG-OH o PLGA-b-PEG-TPP en acetonitrilo a una concentracion polimérica final de 5 mg/ml a agua
nanopura con agitacion constante. Después las nanoparticulas se agitaron durante 2 h. El disolvente organico se
retir6 mediante tres lavados y filtracion a través de un filtro de corte de 100 kDa Amicon (Millipore). Las
nanoparticulas se resuspendieron en agua nanopura y se almacenaron a 4 °C hasta uso adicional. Se realizaron
mediciones DLS para determinar el tamafio de nanoparticula, PDI, y potencial zeta. Se sintetizaron nanoparticulas
PLGA-b-PEG-TPP con tamarfios afinables mezclando proporciones predefinidas de PLGA-COOH (0, 10%, 20%,
35%, 50%, 70%, y 90%) con PLGA-b-PEG-TPP siguiendo el método de nanoprecipitacion. Se variaron las cargas
superficiales de nanoparticulas PLGA-b-PEG-TPP mezclando proporciones predefinidas de PLGA-b-PEG-TPP (0,
15%, 35%, 50%, 65%, 80%, 90%, y 100%) con PLGA-b-PEG-OH siguiendo el método de nanoprecipitacion
mencionado anteriormente. Se sintetizaron nanoparticulas mezcladas QD siguiendo este método de
nanoprecipitacion usando PLGA-b-PEG-OH o PLGA-b-PEG-TPP en DMF:acetonitrilo (proporcién 1:9) con PLGA-b-
PEG-QD (solucion 10 mmol en DMF) hasta una concentracién polimérica final de 5 mg/ml. Se realizaron mediciones
DLS para determinar tamafio, PDI, y potencial zeta. Todas las nanoparticulas se caracterizaron usando TEM. Para la
sintesis de nanoparticulas cargadas con compuestos terapéuticos, se mezclé PLGA-b-PEG-OH o PLGA-b-PEG-TPP
(50 mg/ ml en DMF) con una cantidad predefinida de compuestos terapéuticos (10 mg/ml en DMF) y se diluyé con
acetonitrilo hasta una concentracién polimérica final de 5 mg/ml. Esta mezcla se afiadié gota a gota a agua nanopura
con agitacion constante siguiendo el método de nanoprecipitacién. Se realizaron mediciones DLS para determinar
tamafio, PDI, y potencial zeta. Se determinaron carga de farmaco y eficacia de encapsulacion disolviendo el nucleo
polimérico y usando HPLC para cuantificar la cantidad de compuestos terapéuticos en las nanoparticulas.

D. Cuantificacion de nanoparticulas en los compartimentos intracelulares

Se internalizaron nanoparticulas mezcladas QD (10 yM) de tamafios y potenciales zeta variables en células HelLa
(1,5x 10’ células) durante 12 h. Después de internalizacion, las mitocondrias y el citosol se aislaron usando un kit de
aislamiento de mitocondrias para células mamiferas. Después se analizaron las fracciones citosodlica y mitocondrial
para concentracién de Cd en el QD por ICP-MS. Se realiz6 un ensayo de acido bicinconinico (BCA) en las fracciones
mitocondrial y citosodlica aisladas para calcular la cantidad de Cd por microgramo de proteina aislado.

E. Ensayo de adipogénesis

Para inducir adipogénesis, se sembraron preadipocitos 3T3-L1 en una placa de 96 pocillos a una densidad de 5000
células por pocillo y crecieron hasta confluencia. Se evaluaron las propiedades antiadipogénesis de nanoparticulas
dirigidas y no dirigidas cargadas con 2,4-DNP y 2,4-DNP libre por internalizacion de nanoparticulas en el dia 1 del
ensayo de adipogénesis. También en el dia 1, las células se indujeron a diferenciarse en un medio de diferenciacion
DMEM que contenia 10% de FBS complementado con 0,5 mmol de 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), dexametasona

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 669 561 T3

0,5 uM, e insulina 20 nM. En el dia 3, el medio de induccién se reemplazé con medio de insulina que contenia
DMEM, 10% de FBS, e insulina 20 nM. Después de 6 d de tratamiento, las células se analizaron para acumulacion
de triglicéridos usando el ensayo AdipoRed (Lonza) siguiendo las instrucciones del fabricante.

F. Andlisis de biodistribucién y farmacocinética

Se administraron a ratas Sprague Dawley nanoparticulas PLGA-b-PEG-TPP-QD intravenosamente. Se determinaron
variacion de niveles de Cd en plasma con el tiempo, distribucidon de érganos, y propiedades de excrecion. Las ratas
de control se inyectaron con salino.

G. Estadisticas

Todos los datos se expresan como la media + SD. Las diferencias entre farmacos dirigidos, no dirigidos, y libres se
evaluaron mediante ANOVA de una via. P < 0,05 se consideré que indico significacion estadistica.

RESULTADOS Y DISCUSION

A. Desarrollo de nanoparticulas mezcladas dirigidas

Los avances en la comprension de la importancia de tamafio, forma, y carga superficial de nanoparticulas basadas
en PLGA para captacion mitocondrial tienen el potencial de crear oportunidades para el desarrollo de vehiculos de
suministro dirigidos para enfermedades relacionadas con disfuncién mitocondrial. Nosotros mezclamos un polimero
funcionalizado de direccidon mitocondrial, PLGA-b-PEG-TPP, con PLGA-COOH o con PLGA-b-PEG-OH para variar el
tamafo y carga superficial de las nanoparticula resultantes, para estudiar el efecto de estas propiedades en la
captacién mitocondrial y determinar una formulacion 6ptima. La probabilidad de variacion en las propiedades de
nanoparticula aumenta con el niumero de etapas de procesamiento requeridas para la sintesis. Nosotros anticipamos
que incorporar el resto director TPP en el polimero antes de la sintesis de nanoparticula minimizaria tal variabilidad.
Para suministrar compuestos terapéuticos en la mitocondria con alta eficacia, nosotros sintetizamos un polimero
biodegradable con un grupo terminal OH (PLGA-b-PEG-OH) para permitir la conjugacién de TPP para obtener
PLGA-b-PEG-TPP (Figura 1). La conjugacion del ligando director afecté a las propiedades claves de las
nanoparticulas, incluyendo potencial zeta, tamafio, captacion celular, y transporte intracelular. Nosotros sintetizamos
las nanoparticulas mezcladas usando un método de nanoprecipitacion como se describié anteriormente (Figura 2), y
obtuvimos nanoparticulas mezcladas dirigidas y no dirigidas con diametro y cargas superficiales reproducibles en
mas de tres experimentos de nanoprecipitacion independientes.

B. Afinado de tamafo y carga para captacién mitocondrial

Nosotros realizamos un estudio representativo y exhaustivo para abordar el efecto de tamafio y carga superficial en
la captacion mitocondrial. Nosotros sentimos que era importante fabricar nanoparticulas de diferentes tamafios y
cargas superficiales pero con otras propiedades idénticas o basicamente idénticas. Nosotros mezclamos cantidades
variables de PLGA-COOH con PLGA-b-PEG-TPP para construir una biblioteca de nanoparticulas con tamafo
variable y cargas superficiales constantes. Usando la tecnologia de mezcla, nosotros pudimos afinar tamafios de
nanoparticula de ~80 a ~410 nm (Figura 3) mientras se mantenia constante el niumero de restos TPP, que se
evidencia por la carga superficial constante (Figura 3). Para explorar el efecto de la carga superficial en la captacion
mitocondrial, mezclamos cantidades predefinidas de PLGA-b-PEG-OH con PLGA-b-PEG-TPP. La carga superficial
se alteré con éxito sin cambiar andamio principal y tamafio de nanoparticula (Figura 4). Estas bibliotecas de
nanoparticulas exhibieron poblaciones homogéneas de forma similar (imagenes TEM; Figuras 5A-F), permitiéndonos
explorar los efectos de tamafio y carga de nanoparticula en la captacion mitocondrial.

C. Propiedades directoras a mitocondrias

El perfil de captacion celular de un sistema de nanoparticulas refleja la eficacia y biodisponibilidad del sistema. Junto
con una evaluacién cuantitativa de captacién celular, la ubicacién subcelular es importante para evaluar la eficacia
de la plataforma de nanoparticulas actual. Nosotros usamos un punto cuantico (QD) informador fluorescente robusto
para investigar la distribucion de las nanoparticulas dirigidas y no dirigidas en células HelLa de cancer cervical
humano. Nosotros usamos PEG terminado en amina conjugado con QD, NH2-PEG-QD, para rastrear las
nanoparticulas en los compartimentos intracelulares. PLGA-COOH se conjugé a NH>-PEG-QD para producir un
copolimero en ftribloque, PLGA-b-PEG-QD (Figura 1). Nosotros monitorizamos la internalizacion de las
nanoparticulas dirigidas y no dirigidas mezclando PLGA-b-PEG-QD con PLGA-b-PEG-TPP y con PLGA-b-PEG-OH,
respectivamente. El analisis de microscopia confocal de las células tratadas indicd captacion significativamente
mayor de nanoparticulas dirigidas que de nanoparticulas no dirigidas en las mitocondrias de las células (FIGS. 7A-
B). Una comparacion de intensidades de fluorescencia indicd una captacion global significativamente mayor de las
nanoparticulas dirigidas cargadas positivamente comparado con nanoparticulas no dirigidas. El analisis cuantitativo
usando el complemento "buscador de colocalizacion" de ImageJ revel6 colocalizacion significativa de nanoparticulas
dirigidas con MitoTracker Green (Invitrogen) en las mitocondrias de las células (coeficiente de correlacion de
Pearson, p = 0,53).
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Con las nanoparticulas no dirigidas, las sefiales rojas de las nanoparticulas y la tincion mitocondrial difirieron en
posicion, que se demuestra mediante un valor inferior p (p = 0,03).

D. Propiedades de escape endosomal y lisosomal

La captacion y transporte intracelular de nanoparticulas ocurre en varias rutas competitivas. El uso de nanoparticulas
para dirigir a mitocondrias esta limitado a menudo por el hecho de que las nanoparticulas se recogen mediante la
ruta endosomal, y que los endosomas sirven como barrera para el transporte mitocondrial. Nosotros realizamos un
estudio de captacién dependiente del tiempo usando un marcador endosomal temprano EAA-1 para investigar el
caracter fusogénico necesario para escape endosomal eficaz de las nanoparticulas dirigidas. Para las
nanoparticulas dirigidas, se observd colocalizaciéon con endosomas en la primera hora y decrecié en 2 h. Con el
tiempo, las nanoparticulas dirigidas exhibieron escape endosomal completo y se localizaron en las mitocondrias de
las células (Figuras 7A-B); sin embargo, se observo colocalizacion significativa con los endosomas prematuramente
con las nanoparticulas no dirigidas incluso después de 4 h. El escape endosomal altamente eficaz de las
nanoparticulas dirigidas puede atribuirse a la alta capacidad de tamponamiento de estas nanoparticulas, que puede
hacer que actuen como "esponjas de protones". La absorbancia de protones por tamponamiento de PEG cargado
positivamente prevendria la acidificacion de las vesiculas endosomales, aumentando asi el flujo interior mediado por
ATPasa de protones y contraiones, que asimismo puede conducir a hinchamiento osmético, ruptura de membrana
endosomal, y fuga final de las nanoparticulas al citosol, haciéndolas accesibles para captacion mitocondrial.

Para apoyar ademas los descubrimientos de que nuestras nanoparticulas tienen alta escapabilidad endosomal y que
algunas de las nanoparticulas dirigidas no se captan en el transporte a lisosomas, estudiamos la colocalizacién
dependiente del tiempo de las nanoparticulas con lisosomas (Figuras 8A-B). Para las nanoparticulas dirigidas, la
colocalizacion con lisosomas disminuyé con el tiempo, sugiriendo capacidad de escape lisosomal, mientras que las
nanoparticulas no dirigidas se distribuyeron en los lisosomas y el citoplasma.

E. Estabilidad y efecto inmunogénico de las nanoparticulas

Diversas nanoparticulas cargadas positivamente demostraron interacciones con proteinas séricas, causando
agregacion debido a la adsorcion superficial de proteinas cargadas negativamente. Las proteinas séricas no tuvieron
efecto en el tamario e indice de polidispersidad (PDI) de nuestras nanoparticulas dirigidas en incubacion con 10%
(vol/vol) de FBS en DMEM o 10% (vol/vol) de FBS en H,O durante 7 d. Este descubrimiento se apoyd ademas en la
observacion de que los potenciales zeta de las nanoparticulas dirigidas cambiaron solo minimamente después de
contacto con 10% de FBS en DMEM o H>O durante 7 d, sin agregacion visible de particulas. Estos descubrimientos
sugieren que la excelente estabilidad de las nanoparticulas dirigidas en suero las hace adecuadas para aplicacion in
vivo.

Esta plataforma de nanoparticulas sometida a ingenieria puede usarse para transportar compuestos terapéuticos
para aplicacion in vivo si no desencadenan una respuesta inmune. Las células inmunes del torrente sanguineo y los
tejidos tienen la propension de engullir y eliminar nanoparticulas cargadas positivamente. Nosotros evaluamos la
respuestas inmunes para nanoparticulas de tamafio y carga variados en términos de producciéon de citoquinas
proinflamatorias IL-6 y TNF-a en macrofagos RAW 264.7 por ELISA, con LPS usado como control. Las
nanoparticulas de carga variable no exhibieron una respuesta inmune pronunciada; sin embargo, las nanoparticulas
>200 nm de diametro demostraron produccion de TNF-a (Figuras 6A-B). Estos descubrimientos confirmaron que las
nanoparticulas de tamafo y carga adecuados no son inmunogeénicas y se pueden usar en estudios sistémicos in
Vivo.

F. Cuantificacién de nanoparticulas dirigidas en compartimentos subcelulares

Para atravesar las membranas mitocondriales, las nanoparticulas se transportan a través de la membrana exterior a
través del poro importador general. Nosotros anticipamos que las estructuras complicadas de las crestas tubulares,
vesiculares, y planas y sus ligeras conexiones con la membrana mitocondrial interna impondrian restricciones en la
movilidad de nanoparticulas y haria su difusién un proceso dependiente del tamafio muy complicado. El potencial de
membrana interna (AWm), que es negativo en el interior, desempefia una funcién principal en la importacion
ejerciendo un efecto electroforético en las especies cargadas positivamente. Las nanoparticulas con una carga
positiva elevada se esperd que se importaran con un AWYm menor que las nanoparticulas con una carga positiva
menor; asi, usando una linea celular modelo Hela, realizamos una evaluacion comparativa del efecto del tamafio y
la carga de las nanoparticulas en atravesar la membrana mitocondrial interna (Figuras 9A-D). Tratamos células HelLa
con nanoparticulas mezcladas dirigidas PLGA-b-PEG-TPP/PLGA-b-PEG-QD de diferentes tamafios pero similar
potencial zeta, después realizamos una investigacion cuantitativa usando espectrometria de masas acoplada
inductivamente a plasma (ICP-MS) para estimar la cantidad de cadmio (Cd) de los QD internalizados por las células.
La evaluacién de la captacion mitocondrial de nanoparticulas de 80-330 nm de diametro mostré una tendencia hacia
una captacion maxima de particulas de 80 a 100 nm de didmetro. Los histogramas que muestran el numero de
nanoparticulas en las fracciones citosélica y mitocondrial frente al tamafio de nanoparticula indican que la captacion
celular de nanoparticulas es altamente dependiente del tamafio de particula (Figura 9A-B). Estudiamos el efecto de
la carga superficial de nanoparticula en la captacion celular y mitocondrial usando una biblioteca de nanoparticulas

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 669 561 T3

con cargas superficiales variables pero diametros hidrodinamicos similares, y no se detecté captacion mitocondrial
(Figura 9C) y muy poca captacion celular global (Figura 9D) de nanoparticulas cargadas negativamente. La
captacion celular aumenté medida que la carga superficial alcanzé 1,3 mV y permanecié constante hasta una carga
superficial de ~22 mV, con captacién mitocondrial aumentada. Descubrimos otro salto en la captacion celular a
medida que la carga superficial aumenté a ~34 mV y alcanzé la saturaciéon. La captacion mitocondrial aumento
significativamente con las nanoparticulas cargadas mas positivamente. Esta investigacion sistematica del efecto de
diametro y carga superficial de nanoparticula puede ser util en el disefio de plataformas de nanoparticulas
optimizadas para transporte mitocondrial.

G. Suministro de compuestos terapéuticos a mitocondrias disfuncionales

Como demostracién de prueba de concepto de la versatilidad de este sistema, estudiamos el suministro de
compuestos terapéuticos de accidon mitocondrial para la gestibn de neurodegeneracion, obesidad, y cancer.
Sintetizamos nanoparticulas dirigidas y no dirigidas cargadas con compuestos terapéuticos con carga y eficacia de
encapsulacién altas usando el método de nanoprecipitacion.

H. Aplicacién en enfermedad neurodegenerativa

Las placas de tipo amiloide definen la neuropatologia de AD. Las agregaciones del péptido beta amiloide (AB)
forman lesiones de tipo amiloide, y por ello la reduccién de la carga de amiloide previniendo la formacién de AR
representa un enfoque atractivo para mejorar el arsenal terapéutico para AD. Se conoce que la curcumina inhibe AB
y el estrés oxidativa mitocondrial asociado; sin embargo, su baja biodisponibilidad y fotodegradacién son las
preocupaciones principales. Con estos problemas en mente, formulamos nanoparticulas cargadas de curcumina
dirigidas para mejorar la fotoestabilidad y mejorar la captacién mitocondrial. Una evaluacién de supervivencia in vitro
de células de neuroblastoma humano IMR-32 tratadas con 20 yMAR usando el ensayo de MTT [bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] demostréd neuroproteccién mejorada con las nanoparticulas de curcumina
dirigidas comparado con las nanoparticulas de curcumina no dirigidas o curcumina libre (Figura 10) contra AB, que
explica el suministro dirigido de curcumina a las mitocondrias de las células.

|. Aplicacién en quimioterapia de cancer

Las mitocondrias han surgido como una diana especifica para el tratamiento de cancer. Se seleccionaron LND y a-
TOS de acciéon mitocondrial para demostrar la aplicabilidad de nuestro sistema en cancer. La selectividad y eficacia
de LND y a-TOS contra células cancerigenas depende de su disponibilidad para dirigirse a las mitocondrias de las
células. Para evaluar la eficacia de nuestras nanoparticulas dirigidas en el suministro de LND y a-TOS, realizamos
ensayos de MTT en células HelLa. El valor CI50 para nanoparticulas LND dirigidas fue ~5 veces menor que para
nanoparticulas no dirigidas y 108 veces menor que para la forma libre (Figura 11A), indicando un mayor efecto
citotoxico. También se observd un mayor efecto citotoxico con nanoparticulas a-TOS dirigidas comparado con
nanoparticulas a-TOS no dirigidas y a-TOS libre (CI50 75 + 2 nM, 230 + 4 nM, y 381 + 5 nM, respectivamente)
(Figura 11B). La localizacion preferencial en el organulo diana explica la citotoxicidad aumentada para LND y a-TOS
encapsuladas en nanoparticulas dirigidas. Nuestro descubrimiento de ningun efecto citotéxico en las nanoparticulas
vacias PLGA-b-PEG-TPP incluso a altas concentraciones descarta una contribucion del sistema de suministro o
altos potenciales zeta a cualquier toxicidad celular (Figura 11C).

J. Posible aplicacién en obesidad

La obesidad se ha convertido en un problema global de salud debido a su asociacién a diversos trastornos
metabdlicos, incluyendo diabetes de tipo 2, enfermedades cardiovasculares, y ciertos tipos de cancer. Debido a la
eficacia limitada y efectos secundarios indeseables asociados a las medicaciones antiobesidad disponibles
actualmente, se ha centrado la atencion en desarrollar vehiculos de suministro que puedan suministrar directamente
farmacos a sitios subcelulares para modular el metabolismo de energia. El notable éxito del desacoplador
mitocondrial 2,4-DNP como tratamiento para obesidad humana demuestra que el efecto beneficioso de desacoplar el
gasto de energia no se desborda con aumentos compensatorios de ingesta caldrica. Sin embargo, la estrecha
ventana terapéutica de 2,4-DNP conduce al abandono de su uso. Un estudio reciente descubrié que 2,4-DNP unido
a TPP de forma covalente es ineficaz en el desacoplamiento. Las preocupaciones de la estrecha ventana terapéutica
y el fallo del desacoplador unido covalentemente han conducido a la evaluacidon de nanoparticulas dirigidas a
mitocondrias para dirigir este desacoplador a las mitocondrias de las células. Para examinar si la encapsulacion de
2,4-DNP en nanoparticulas dirigidas puede suprimir la diferenciacion inducida de preadipocitos 3T3-L1 a una
dosificacion baja que es insuficiente para ejercer citotoxicidad, se expusieron continuamente células 3T3-L1 a
nanoparticulas 2,4-DNP dirigidas 1 uM, 4 uM, 25 yM y 100 uM (Figuras 12A-D y 13) durante el periodo de
diferenciacion durante 7 d, y se evaluaron la viabilidad celular y acumulacién lipidica intracelular. Se usaron como
controles nanoparticulas 2,4-DNP no dirigidas y 2,4-DNP libre. La presencia de nanoparticulas 2,4-DNP dirigidas 1
UM, 4 uM, o 100 uM durante 7 d durante el periodo de diferenciacion no influyd la viabilidad celular, pero produjo una
reduccion significativa en la acumulacién lipidica comparada con las nanoparticulas 2,4-DNP no dirigidas y 2,4-DNP
libre (Figuras 12A-D y 13). 2,4-DNP libre a una concentracién de 100 pM demostrd toxicidad celular. Estos
resultados indican que 2,4-DNP en las nanoparticulas dirigidas puede suprimir la diferenciacion de adipocitos de
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células 3T3-L1 a baja concentracion (1 o 4 uM) y no ejercer efecto citotoxico en las células. Demostramos que 2,4-
DNP puede suministrarse a las mitocondrias de las células usando un sistema de nanoparticulas poliméricas
dirigidas para reducir la acumulacion lipidica a una dosis inferior comparada con la forma libre para posible
aplicacion en la gestion de obesidad.

K. Biodistribucién y farmacocinética

Se evalud la biodistribucién y farmacocinética y excrecion de nanoparticulas dirigidas PLGA-b-PEG-TPP-QD (NP) en
ratas macho Sprague Dawley después de administracién intravenosa. La variacion de los niveles de Cd en plasma
con el tiempo, distribucién en oérganos, y propiedades descripcién se muestran en la Figura 14. Se observé
residencia prolongada de NP en plasma de estas NP dirigidas. Entre los 6rganos estudiados, se observé Cd maximo
en el higado. Estas NP cargadas muy positivamente demostraron rapida excrecién hepatobiliar. Estas NP,
posiblemente debido a la alta carga positiva, se excretan rapidamente del higado al tracto gastrointestinal
comparado con PLGA-b-PEG-COOH-NP cargadas negativamente, que habitualmente permanecen secuestradas en
el higado.

La Figura 15 es una tabla que presenta informacion mas detallada de los datos farmacocinéticos.
CONCLUSION

En este estudio de prueba de concepto, hemos demostrado que un sistema de suministro de nanoparticulas basado
en PLGA biodegradable dirigido a mitocondrias sometido a ingenieria adecuadamente puede entrar en las
mitocondrias de las células con alta eficacia afinando bien carga superficial y tamafio de la nanoparticula. No todos
los tipos de nanoparticulas tienen la capacidad de entrar en las mitocondrias, porque no pueden atravesar la
membrana doble compleja debido a restricciones en programacion de carga superficial y tamafio. Ningun informe
previo ha examinado la relaciéon entre tamafio y carga de nanoparticula para importacion eficaz a las mitocondrias.
Este estudio racionalizado que aborda los efectos de carga superficial y diametro en el transporte intracelular de
nanoparticulas basadas en PLGA proporciona un enfoque generalizado para el disefio de nanovehiculos
biodegradables para aplicacién en suministro mitocondrial. Estas nanoparticulas dirigidas pueden usarse en diversos
trastornos relacionados con disfunciéon mitocondrial, incluyendo AD, obesidad, y cancer. Este trabajo destaca varias
direcciones de investigacion excepcionalmente prometedoras y proporciona una plataforma para diversas
aplicaciones de nanoparticulas basadas en PLGA que pueden integrarse para formacién de imagenes.
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REIVINDICACIONES
1. Una nanoparticula dirigida a mitocondrias, que comprende:
un polimero director de poli(acido D.L-lactico-co-glicolico)-b-poli(etilenglicol) cation trifenilfosfonio (PLGA-b-PEG-
TPP); y
polimero de PLGA-b-PEG-OH o PLGA-COOH;
donde la nanoparticula tiene un diametro de 70 a 330 nanémetros y tiene un potencial zeta de mas de 0 mV, y
donde la nanoparticula comprende ademas un agente terapéutico.

2. Una nanoparticula de acuerdo con la reivindicaciéon 1, donde el diametro de la nanoparticula esta en el intervalo
de 80 nandmetros a 100 nanémetros.

3. Una nanoparticula de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, donde el potencial zeta de la nanoparticula es
aproximadamente 7 mV o mayor.

4. Una nanoparticula de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas un
punto cuantico.

5. Una nanoparticula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el agente
terapéutico se selecciona entre el grupo que consiste en 2,4-DNP, LND, a-TOS, y curcumina.

6. Una nanoparticula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, para uso en el tratamiento
de un paciente con riesgo de o que padece una enfermedad asociada a disfunciéon mitocondrial.

7. Una nanoparticula para el uso de acuerdo con la reivindicacion 6, donde la enfermedad se selecciona entre el
grupo que consiste en neurodegeneracion, obesidad, y cancer.

8. La nanoparticula para el uso de acuerdo con la reivindicacion 7, donde la enfermedad es neurodegeneracion vy el
agente terapéutico es curcumina.

9. Una nanoparticula para el uso de acuerdo con la reivindicacion 6 o 7, donde

(a) la enfermedad es obesidad y el agente terapéutico es 2,4-DNP; o
(b) la enfermedad es cancer y el agente terapéutico se selecciona entre LND o a-TOS.
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