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DESCRIPCION
Productos terapéuticos a base de polimeros para el pardeamiento inductivo de grasa

Esta solicitud reivindica los beneficios bajo el 35 USC 119 (e) solicitud provisional de los Estados Unidos No.
62/247,192, presentada el 27 de octubre de 2015.

Campo técnico

La presente divulgacion se refiere en general al tratamiento de la obesidad y la diabetes, y en particular a nuevos
sistemas basados en polimeros que permiten la generacion controlada de tejidos adiposos pardos/beige.

Antecedentes

Esta seccién introduce aspectos que pueden ayudar a facilitar una mejor comprension de la divulgacion. En
consecuencia, estas declaraciones deben leerse desde esta perspectiva y no deben entenderse como admisiones
sobre lo que es 0 no es estado de la técnica.

La epidemia de obesidad ha planteado una gran preocupacién para la salud publica en la sociedad moderna debido
a su asociacion con un espectro de enfermedades metabdlicas que incluyen diabetes tipo 2 (T2D), enfermedades
cardiacas, hiperglucemia y multiples canceres. La obesidad se caracteriza morfolégicamente por el almacenamiento
excesivo de lipidos en el tejido adiposo blanco (WAT) y se presenta como un trastorno complejo de desequilibrio
energético en el que la ingesta supera el gasto. Se han dedicado esfuerzos considerables a explorar los mecanismos
patologicos, asi como los objetivos terapéuticos celulares y moleculares para combatir la obesidad.

Actualmente, existen pocos farmacos disponibles para el tratamiento de la obesidad. En su mayoria, esas terapias se
dedican a disminuir la ingesta de energia, ya sea suprimiendo el apetito mediante la estimulacién del sistema nervioso
central o reduciendo la digestion y absorcién de nutrientes en el tracto gastrointestinal. Sin embargo, esos farmacos
s6lo producen efectos modestos y suelen ir acompafiados de efectos secundarios desagradables y potencialmente
dafiinos. Por lo tanto, se estan explorando exhaustivamente enfoques alternativos para superar la obesidad. Uno de
esos enfoques consiste en aumentar el gasto energético. Recientemente, esta estrategia mediante la estimulacion de
la termogénesis ha surgido como una alternativa atractiva.

El tejido adiposo pardo (BAT) es el sitio principal de termogénesis mediante el desacoplamiento de la respiracion
mitocondrial y la sintesis de ATP mediante el desacoplamiento de la proteina 1 (Ucp1). Mientras produce calor, BAT
consume no solo acidos grasos libres sino también grandes cantidades de glucosa, lo que aporta beneficios a la salud
metabdlica. El BAT clasico es abundante en los recién nacidos, pero disminuye con la edad, lo que lleva a cantidades
limitadas en los humanos adultos. Esto compromete el valor terapéutico de BAT en la intervencion clinica de la
obesidad.

El reciente descubrimiento de BAT inducible (iBAT), también llamado tejido adiposo beige, en los depdsitos de WAT
reaviva la promesa del tratamiento de la obesidad mediante la estimulacion del gasto energético. Los adipocitos beige
también poseen una sélida capacidad termogénica.

El documento W02015123576 divulga una nanoparticula que comprende un activador de PPAR gamma para inducir
el pardeamiento del tejido adiposo blanco para el tratamiento de la obesidad y la diabetes, en donde la nanoparticula
puede estar basada en PLGA y/o fosfaceno. El documento US2014057837 divulga una administracion de liberacion
sostenida mediante encapsulacion con polimeros PLGA de un agonista, concretamente un agonista beta adrenérgico,
en un método para aumentar el tejido adiposo pardo para el tratamiento de la obesidad. Ademas, en el documento
EP2085120 se ha divulgado el uso de un péptido en combinacion con un inhibidor de la gamma secretasa para el
tratamiento de la obesidad. Ademas el documento US2015010630 divulga composiciones para su uso en el
tratamiento de la obesidad, que comprenden una matriz basada en fibroina de seda que comprende agentes
inhibidores de macrofagos, en las que los agentes pueden encapsularse y en las que el agente puede ser un inhibidor
de la sefalizacion de Notch. También en el documento W0O2015120065, se ha divulgado la administracion de un
inhibidor de la secretasa dentro de una biocapsula para su uso en el tratamiento de la obesidad.

Un estudio (PENGPENG BI, et al., "Inhibition of Notch signaling promotes browning of white adipose tissue and
ameliorates obesity", NATURE MEDICINE. vol. 20, num. 8, 1 de agosto de 2014 (2014-08-01), paginas 911-918) ha
divulgado ademas que la inhibicion de Notch induce la transcripcion de Ppargcla y Prdm16 en adipocitos blancos. Se
ha demostrado que la inhibicion farmacolégica de la sefalizacién de Notch en ratones obesos mejora la obesidad,
reduce la glucosa en sangre y aumenta la expresion de Ucpl en la grasa blanca. Por lo tanto, la sefializacion de Notch
puede tener como objetivo terapéutico tratar la obesidad y la diabetes tipo 2. El mismo estudio revela que dichos
ratones pueden ser tratados mediante inyeccion intraperitoneal del inhibidor farmacolégico divulgado.

Las estrategias actuales para mejorar la biogénesis y la funcion de los adipocitos beige implican manipulaciones
farmacoldgicas genéticas y sistémicas, que estan asociadas con importantes desafios traslacionales debido a los
riesgos de tener consecuencias adversas no deseadas en otras células/tejidos, y la falta de control sobre la ubicacién
y la extension temporal de Biogénesis de adipocitos beige. Por lo tanto, existe la necesidad de proporcionar un sistema
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eficaz de administracién de farmacos basado en polimeros que induzca la biogénesis de adipocitos beige de una
manera espacio-temporal controlada, y métodos para fabricar dichos sistemas.

Las referencias a métodos de tratamiento en el resumen y descripcion detallada de la invencion en esta descripcion
deben interpretarse como referencias a los compuestos, composiciones farmacéuticas y farmacos de la presente
invencion para su uso en un método para el tratamiento del cuerpo humano (o animal) mediante terapia (o para
diagndstico)".

Resumen

Esta divulgacion presenta un agente terapéutico para usar para inducir selectivamente el pardeamiento de los
adipocitos en un sujeto. El agente terapéutico comprende al menos un compuesto 0 composicién que induce la
formacion de adipocitos pardos y/o beige; y un polimero que encapsula al menos un compuesto o composicion, en el
que el compuesto o composicion esta encapsulado dentro del polimero mediante interacciones fisicas o interacciones
quimicas y configurado para la proximidad al tejido adiposo blanco (WAT).

En una realizacion preferida, el agente terapéutico antes mencionado sobrerregula la expresion de la proteina
desacopladora 1 (UCP1).

En una realizacion preferida, el agente terapéutico antes mencionado comprende al menos un compuesto o
composicion que es un inhibidor de la via de sefalizacion de Notch.

En alguna realizacién, el inhibidor de la via de sefializacién de Notch sobrerregula la expresion de Ucpl, Ppargc1a.

En una realizacién, el inhibidor de la via de sefializacién de Notch se selecciona entre inhibidores de y-secretasa que
incluyen dibenzazepina (DBZ) y (éster t-butilico de N-[N-(3,5-difluorofenacetil)-1-alanil]-S-fenilglicina) (DAPT).

En una realizacion preferida, el agente terapéutico antes mencionado comprende el polimero que forma
microparticulas o nanoparticulas.

En una realizacion preferida, el agente terapéutico antes mencionado comprende un polimero seleccionado del grupo
que consiste en polimeros sintéticos y polimeros naturales.

En una realizacion preferida, el agente terapéutico antes mencionado comprende un polimero seleccionado del grupo
que consiste en polimeros biodegradables y polimeros no degradables.

En una realizacion preferida, el agente terapéutico antes mencionado comprende un polimero que comprende una
clase de vesiculas artificiales hechas de copolimeros de bloques anfifilicos sintéticos, en el que las vesiculas artificiales
comprenden esferas huecas que contienen una solucién acuosa en el nucleo rodeada por una membrana bicapa.

En una realizacion preferida, el agente terapéutico antes mencionado comprende un polimero de poli(acido lactico-co-
glicdlico) (PLGA).

En una realizacién preferida, el agente terapéutico mencionado anteriormente es un conjugado inhibidor de
polifosfaceno-y-secretasa biodegradable.

En una realizacion preferida, el agente terapéutico mencionado anteriormente comprende al menos un compuesto o
composicion que se selecciona entre activadores B-adrenérgicos (por ejemplo, CL316, 243 y mirabegron),
catecolaminas (por ejemplo, norepinefrina), agonistas de PPAR-y (por ejemplo, rosiglitazona y tiazolidinedionas),
Capsinoides y compuestos similares a los capsinoides (p. €j., extractos de granos del paraiso), citocinas relacionadas
con la inflamacién del tejido adiposo (p. €j., IL4), péptidos natriuréticos (p. €j., péptido natriurético auricular (ANP),
péptido natriurético de tipo cerebral (BNP) y péptido natriurético de tipo C (CNP)), miembros de la familia FGF (por
ejemplo, FGF1, 15/19,21), miembros de la familia BMP (por ejemplo, BMP7, BMP8b), hormonas tiroideas (por ejemplo,
hormonas tiroideas T3 y T4) y sus agonistas de los receptores (por ejemplo, agonistas del receptor T3), miocinas (p.
ej., Irisina y de tipo meteorina (METRNL), miembros de la familia VEGF (p. ej., VEGF-A), inhibidores de Notch (p. €j.,
inhibidores de la y-secretasa), inhibidores de Janus quinasa (p. €j., tofacitinib), inhibidores de la tirosina quinasa del
bazo (p. ej., R406), prostaglandinas y sus analogos sintéticos, agonistas de la ciclooxigenasa-2, acido retinoico y
retinaldehido, activadores de retinaldehido deshidrogenasas, adenosina y sus activadores de receptores, proteina
relacionada con la hormona paratiroidea (PTHrP), adipocinas (por ejemplo, neuregulina 4, adiponectina), orexina y
microARN/ARNIp dirigidos a los factores antes mencionados relacionados con las vias de sefalizacion, o la
combinacioén de los mismos.

En una realizacion preferida, el agente terapéutico mencionado anteriormente comprende ademas adipocitos, células
progenitoras de adipocitos o células madre incrustadas en el polimero.

Esta divulgacion proporciona ademas un método para administrar una cantidad terapéutica de un farmaco para inducir
el pardeamiento de los adipocitos en un sujeto. El método comprende encapsular un farmaco en un sistema de matriz
polimérica y liberar el farmaco en la proximidad de WAT, en el que el farmaco es un compuesto o composicién que
induce la formacién de adipocitos pardos y/o beige.
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Esta divulgacion proporciona ademas un método para tratar la obesidad en un sujeto. EI método comprende utilizar el
agente terapéutico antes mencionado.

En una realizacion, el método antes mencionado para administrar una cantidad terapéutica de un farmaco comprende
ademas sembrar adipocitos, células progenitoras de adipocitos y células madre en el sistema de matriz polimérica
para modificar tejidos adiposos pardos/beige utilizando principios de ingenieria de tejidos basados en estructuras.

En una realizacion, la encapsulacion del farmaco en el sistema de matriz polimérica se desarrolla mediante
interacciones fisicas seleccionadas entre cualquiera de o una combinacion de interaccion hidréfoba, interaccion
hidrdfila, enlaces de hidrégeno e interacciones electrostaticas intermoleculares.

En una realizacion, la encapsulacion del farmaco en el sistema de matriz polimérica se desarrolla a través de un enlace
de conjugacion entre el farmaco y el polimero a través de al menos un grupo funcional.

En una realizacion, el enlace de conjugacion polimero-farmaco esta formado por cualquiera de o una combinacion de
reaccion de amina, reacciones de tiol (por ejemplo, reacciones clic de tiol), reaccidon de carboxilato, reacciones de
hidroxilo, reacciones de aldehido y cetona, reacciones de hidrégeno activo, reacciones fotoquimicas y reacciones de
cicloadicion (por ejemplo, reaccién de Diels-Alder, cicloadicion de azida-alquino catalizada por cobre (CuAAC),
cicloadicion de azida-alquino de Huisgen sin cobre).

En una realizacion, al menos un grupo funcional se selecciona del grupo que comprende cualquiera de o una
combinacién de aminas, tiol, acido carboxilico, aldehido, cetona, sitios de hidrogeno activo en el anillo aromatico,
dieno, isotiocianatos de azida, isocianatos, azidas de acilo. Ester de N - hidroxisuccinimida (NHS), sulfo-NHS, cloruro
de sulfonilo, aldehidos, epodxidos, carbonatos, haluro de arilo, imidoésteres, carbodiimidas (por ejemplo, N,N'-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC)), compuesto de alquilfosfato,
anhidrido, éster de fluorofenilo, hidroximetilfosfina, grupo guanidino, derivado de yodoacetilo, maleimidas, aziridinas,
derivados de acriloilo, agentes arilantes, derivado disulfuro, vinilsulfona, feniltioéster, cisplatino, diazoacetato,
carbonildiimidazol, oxiranos, carbonato de N,N'-disuccinimidilo (DSC), cloroformiato de N-hidroxilsuccinimidilo,
halégenos de alquilo, hidracina, maleimida, alquino y cloro unido a fésforo.

En una realizacion, el enlace conjugado comprende cualquiera de o una combinacion de isotiourea, isourea, amida,
sulfonamida, base cambiante, amina secundaria, carbamato, arilamina, amidina, fosforamidato, tioéter, disulfuro, -
tiosulfonilo, éster, carbamato, hidrazona, diazo, cicloadicidon 2+4, 1,2,3-triazoles, carbohidratos, enlace de ésteres de
aminoacidos.

En alguna realizaciéon, la matriz polimérica son polimeros sintéticos que comprenden uno cualquiera o una
combinacion de poli(éster alifatico) (por ejemplo, poli(lactida) (PLA), poli(e-caprolactona) (PCL), poli(acido glicélico)
(PGA), poli(acido lactico-co-glicdlico) (PLGA), poli(carbonato de trimetileno) (PTMC), polidioxanona (PDS), poli(orto
éster), polianhidridos, poli(anhidrido-co-imida), poli(anhidrido-ésteres), poliuretanos (por ejemplo, Degrapols),
poli(sebacato de glicerol), poli(etilenimina), poli(acido acrilico)(PAA), polietilenglicol (PEG), poli(alcohol vinilico) (PVA),
poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAm), poli(oxazolinas) (por ejemplo, poli(2-metiloxazolina y poli(2-etil-2-oxazolina),
fumaratos de oligo(etilenglicol) (OPF), poli(fumarato de propileno), poli(cianoacrilatos de alquilo), amida poliacrilica,
poli(aminoacidos) sintéticos (por ejemplo, poli(acido L-glutamico) (L-PGA) y poli(acido aspartico)), polifosfacenos y
poli(fosfoésteres) y mezclas de los mismos.

En algunas realizaciones, el sistema de matriz polimérica comprende polimeros naturales que comprenden cualquiera
de o una combinacién de fibrina, colageno, matrigel, elastina, péptidos similares a elastina, albumina,
poli(aminoacidos) naturales (por ejemplo, cianoficina, poli(e-L-lisina) y poli(acido x-glutamico)), y polisacaridos (por
ejemplo, acido hialurénico, quitosano, dextrano, sulfato de condroitina, agarosa, alginato y heparina), y mezclas de los
mismos.

En algunas realizaciones, el sistema de matriz polimérica comprende polimeros no degradables. Estos polimeros no
biodegradables comprenden cualquiera de o una combinaciéon de poli(etil etileno) (PEE), poli(butadieno) (PBD),
poli(etilenimina), poli(alilamina) y poli(cloruro de dialildimetilamonio), poli(acido acrilico), poli(sulfonato de estireno),
poli(sulfato de vinilo) y poli(metacrilato de 3-sulfopropilo) y amida poliacrilica y mezclas de los mismos.

En algunas realizaciones, el sistema de matriz polimérica comprende cualquiera de o una combinacion de
arquitecturas lineales, en forma de estrella, hiperramificadas y reticuladas.

En algunas realizaciones, el sistema de administracion de farmacos basado en polimeros comprende ademas una o
mas modificaciones de la superficie que incluyen, entre otras, PEGilacion o el uso de ligandos dirigidos a receptores
en adipocitos.

Estas y otras caracteristicas, aspectos y ventajas de la presente divulgacion se entenderan mejor con referencia a las
siguientes figuras, descripciones asociadas y reivindicaciones.

Breve descripcion de las Figuras
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Las Figs. 1A'y 1B muestran un sistema de administracion de farmacos basado en polimeros que incluye un farmaco
encapsulado dentro de un sistema de matriz polimérica a través de (Fig. 1A) interacciones fisicas y (Fig. 1B)
interacciones quimicas.

La Fig. 2A es un grafico que muestra cémo el inhibidor de Notch DAPT induce el pardeamiento de los adipocitos
blancos cultivados y los niveles de ARNm de las dianas de Notch.

La Fig. 2B es un grafico que muestra cémo el inhibidor de Notch DAPT induce el pardeamiento de adipocitos blancos
cultivados y genes relacionados con adipocitos pardos.

La Fig. 2C es una transferencia Western que muestra el nivel de proteinas.

La Fig. 2D es un grafico que muestra DAPT aumento la tasa de consumo de O, (OCR). *P < 0.05, =P < 0.01.

La Fig. 3A es una imagen de la vista dorsal de los ratones mostrando la inhibicion de Notch en ratones obesos
deficientes en Leptina (Lep°?) que mejora la obesidad e induce el pardeamiento.

La Fig. 3B es una imagen de WAT subcutaneo y tincion con H&E (derecha, barra de escala de 100 um).

La Fig. 3C muestra mediciones de glucosa en plasma.

La Fig. 3D es un grafico que muestra la expresion relativa de genes de adipocitos en WAT subcutaneo.

La Fig. 3E muestra los niveles de proteina UCP1 y Gapdh de WAT subcutaneo. *P< 0.05, =P< 0.01.

La Fig. 4 es una ilustracion esquematica de microesferas de PLGA cargadas con DBZ que permiten la liberacion
sostenida de DBZ para inducir la conversion de adipocitos blancos en adipocitos beige.

La Fig. 5A es una imagen fluorescente de una microesfera cargada con FITC-dextrano. Barra de escala 200 pm.

La Fig. 5B es una imagen de SEM de una poblacién de microesferas de PLGA cargadas con DBZ. Barra de escala de
400 pm.

La Fig. 5C es una imagen de SEM con mayor aumento de una uUnica microesfera de PLGA cargada con DBZ. Barra
de escala de 50 um.

La Fig. 5D es una distribucion de tamafio de microesferas de PLGA cargadas con DBZ.

Las Figs. 6Ay 6B son perfiles de liberacion in vitro de FITC-dextrano y DBZ de microesferas de PLGA. La figura 6A
muestra liberacion in vitro de FITC-dextrano de microesferas en PBS a pH 7.4 y 37 °C. La figura 6B muestra la
liberacién in vitro de DBZ de microesferas en PBS a pH 7.4y 37 °C.

Las Figs. 7A -7F muestran que las microesferas de PLGA cargadas con DBZ inhiben Notch y promueven el
pardeamiento in vitro. La Fig. 7A es un diagrama del sistema de cocultivo con adipocitos blancos primarios sembrados
en el fondo del pozo y microesferas cargadas con DBZ colocadas dentro de un inserto permeable. Los adipocitos
maduros se marcaron con BODIPY (rojo). Los nucleos se contratifieron con DAPI (verde). Expresion de (Fig. 7B)
genes diana de Notch, (Fig. 7C) marcadores de pardeamiento y (Fig. 7D) genes de mitocondrias en adipocitos blancos
cocultivados con microesferas de PLGA cargadas con DBZ. La Fig. 7E muestra los niveles de proteina de PGC1-a en
adipocitos blancos cocultivados con microesferas de PLGA cargadas con DBZ. La Fig. 7F muestra la cuantificacion
del nivel de proteina para Pgc1-a en relacion con Gapdh. DBZ: células en medio acondicionado con DBZ (10 uM);
CTRL: células tratadas con control de vehiculo DMSO. N = 3. - P<0.05, * P<0.01.

La Fig. 8A es una imagen de fluorescencia que muestra los adipocitos blancos tratados con DMSO (Verde, MitoTracker
Green; Rojo, Red C12. Barras de escala, 200 pm).

La Fig. 8B es una imagen de fluorescencia que muestra los adipocitos blancos tratados con microesferas PLGA-DBZ
(Verde, MitoTracker; Rojo, Red C12. Barras de escala, 200 uym).

La Fig. 8C es una imagen de fluorescencia que muestra los adipocitos blancos tratados con DBZ durante 8 dias (Verde,
MitoTracker; Rojo, Red C12. Barras de escala, 200 uym).

Las Figs. 9A - 9D muestran la caracterizacion de la inyeccion de microesferas cargadas con FITC-dextrano en ratones.
La Fig. 9A muestra la inyeccion directa de microesferas en el depdsito adiposo inguinal de ratones WT. La Fig. 9B
muestra microesferas inyectadas (flecha azul) identificadas mediante observacion macroscoépica de los tejidos
adiposos inguinales. La Fig. 9C es una imagen fluorescente que ilustra la distribuciéon de microesferas después de 24
horas de inyeccién. La Fig. 9D es una imagen representativa que muestra la fluorescencia verde de microesferas
cargadas con FITC-dextrano dispersas en adipocitos blancos marcados mediante tincion con Oil Red O. Verde: FITC;
Rojo: Oil Red O.

Las Figs. 10A - 10C muestran microesferas de PLGA cargadas con DBZ que inducen el pardeamiento en vivo. La Fig.
10A muestra la tincion con H&E que muestra microesferas de PLGA cargadas con DBZ (punta de flecha amarilla)
dispersas dentro del depdsito de WAT. Barra de escala, 200 ym. La Fig. 10B muestra la tincion con H&E (arriba) y
UCP1 (abajo) de WAT inguinal de ratones 14 dias después de la inyeccion de microesferas de PLGA cargadas con
DBZ. Barras de escala, 100 um. La Fig. 10C muestra los niveles de proteina de Pgc1-a y Ucp1 de WAT inguinal de
ratones 14 dias después de la inyeccion de microesferas de PLGA cargadas con DBZ.

La Fig. 11 es un grafico que muestra la expresion relativa de genes de adipocitos (los valores representan la media de
dos réplicas biolégicas) después de 14 dias de inyeccion de microesferas cargadas con DBZ.

La Fig. 12 es un diagrama que muestra una realizacion de la sintesis de sistemas conjugados de inhibidor de PPHOS-
y-secretasa.

La Fig. 13 ilustra la captacion de adipocitos de nanoparticulas de polimersoma PS-b-(P4MVP), cargado con FTIC-
BSA. Los nucleos se tifieron con DAPI. Verde: FITC.

Las Figs. 14A-14C muestran una realizacion de la estructura de polimersoma. La Fig. 14A es una imagen de TEM del
polimersoma HPBD41-b-(P4MVPa2s),. La Fig. 14B es una imagen de TEM del polimersoma HPBD41-b-(P4MVP2s5)>
cargado con DBZ al 2% (barra de escala: 50 nm). La Fig. 14C es una imagen de TEM del polimersoma HPBD41-b-
(P4MVP25)2 cargado con DBZ al 5% (barra de escala: 50 nm).

La Fig. 15 muestra una ilustracion esquematica de las NP con DBZ que liberan DBZ intracelularmente para promover
el pardeamiento después de la inyeccion local en WAT inguinal.
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La Fig. 16 ilustra la Fabricacién y caracterizacién de nanoparticulas. (a) llustracion esquematica de la sintesis de las
NP con DBZ mediante el método de nanoprecipitacion. La morfologia de las NP con DBZ se caracterizé por TEM.
Barra de escala, 200 nm. (b) perfiles de liberacion in vitro de DBZ de las NP con DBZ en condiciones de pH 5.0 y 7.4.
La Fig. 17 ilustra la Interaccion celular in vitro con nanoparticulas. (a) Captacioén celular de nanoparticulas de PLGA
cargadas de Nile Red en preadipocitos primarios en 10 (arriba) y 60 (abajo) minutos. Los endo/lisosomas tardios se
tiferon con LysoTracker Green (LTG) y los nucleos se tifieron con Hoechst 33342. Barra de escala, 20 um. (b)
Imagenes de TEM representativas de nanoparticulas en la vesicula endocitica (izquierda) y el endosoma (derecha).
Las flechas apuntan a las nanoparticulas. Barra de escala, 500 nm.

La Fig. 18 ilustra que las NP con DBZ inducen el pardeamiento in vitro. Las células de SVF se aislaron de WAT inguinal
y se trataron con NP con DBZ durante la diferenciacion adipogénica. (a, b) Analisis cuantitativo por PCR que muestra
los niveles de ARNm de los genes diana de Notch (a) y genes marcadores de pardeamiento (b) en adipocitos
diferenciados tratados con NP con PLGA y NP con DBZ. (c) Resultados representativos de la transferencia Western
que muestran los niveles de expresién de proteinas de Hes1 y Pgc-1a en adipocitos diferenciados tratados con NP
con PLGAy NP con DBZ. (d) Cuantificacion de los niveles de proteina de Hes1 y Pgc-1a normalizados a los controles
de B-actina. (e) Analisis cuantitativo por PCR que muestra los niveles de ARNm de Cox5b en adipocitos diferenciados
tratados con NP con PLGA y NP con DBZ. (f) OCR en condiciones de respiracién basal y fuga de protones
normalizados a proteina total de adipocitos diferenciados. Los datos se muestran como la media £ eem. n = 3 ratones
por cada grupo. * P < 0.05, ** P <0.01.

La Fig. 19 ilustra que la retencion local de las NP con DBZ promueve el pardeamiento de WAT inguinal. (a) Imagenes
de fluorescencia in vivo a las 24 y 48 h después de la inyeccion local de nanoparticulas de PLGA-cy5.5 en el depésito
de WAT inguinal. (b) Imagenes de fluorescencia ex vivo de diferentes tejidos a las 72 h después de la inyeccion. (c)
Imagen representativa de TEM que muestra que las nanoparticulas estaban localizadas dentro del adipocito. Las
flechas apuntan a las nanoparticulas. La linea de puntos y las puntas de flecha indican la membrana celular y las
vesiculas de membrana, respectivamente. Barra de escala, 500 nm. (d, e) Analisis cuantitativo por PCR que muestra
los niveles de ARNm de UCP1 (d) y genes de mitocondrias, Cox5b y Cox7a (e), de ratones tratados con NP con PLGA
y NP con DBZ. Los datos se muestran como la media + eem. n = 7 ratones por cada grupo. *P < 0.05. (f) Imagenes
representativas de la tincion con H&E y UCP1 de WAT inguinal después del tratamiento con NP con PLGA'y NP con
DBZ. Barra de escala, 50 pm.

La Fig. 20 ilustra que las NP con DBZ previenen la obesidad inducida por la dieta. (a) Aumentos relativos del peso
corporal de los ratones que recibieron NP con PLGA y NP con DBZ después de la normalizacion al peso corporal
inicial, (b) Ingesta de energia promedio por ratén por dia después de la normalizacion al peso corporal, (¢) se cuantificd
el peso de WAT inguinal con tratamiento con NP con PLGAy NP con DBZ. Se muestran imagenes representativas.
(d) Cuantificacion de la concentraciéon de glucosa en sangre y el area bajo la curva durante la prueba de tolerancia a
la glucosa realizada en ratones que recibieron NP con PLGA'y NP con DBZ. (e) Cuantificacion de la concentracion de
glucosa en sangre y el area sobre la curva durante la prueba de tolerancia a la insulina realizada en ratones tratados
con NP con PLGAy NP con DBZ. (f, g, h) Cuantificaciéon de los niveles en suero de glucosa. (f), colesterol (g), e insulina
(h) de ratones en ayunas tratados con NP con PLGAy NP con DBZ. Los datos se presentan como la media £ eem. n
= 4 ratones por cada grupo. *P < 0.05, **P < 0.01, N.S. no significativo.

La Fig. 21 ilustra el Modelado matematico de los perfiles de liberacion de DBZ. Los perfiles de liberacion in vitro de
DBZ de las NP con DBZ se ajustan al modelo de Korsmeyer-Peppas a pH 5.0 (a) y 7.4 (b). Los datos se muestran
como la media £ eem. n = 3 para cada grupo.

La Fig. 22 ilustra La captacion celular de nanoparticulas ex-vivo. (a) Imagen representativa que muestra la localizacion
celular de nanoparticulas cargadas de Nile Red en adipocitos maduros. Los nucleos fueron tefidos con Hoechst. (b)
Imagen de TEM representativa que muestra varias nanoparticulas dentro del adipocito. Las flechas apuntan a las
nanoparticulas. La linea de puntos indica la membrana celular. LD, gotita de lipidos. Barra de escala, 2 ym.

La Fig. 23 ilustra Parametros serologicos de ratones en ayunas tratados con NP con PLGA y NP con DBZ. (a, b)
Cuantificacién de los niveles en suero de triglicéridos. (a) y acidos grasos libres (b) de ratones en ayunas tratados con
NP con PLGA y NP con DBZ. (c) La resistencia a la insulina se calculé6 como acidos grasos libres de insulina X. Los
datos se presentan como la media + eem. n = 4 ratones por cada grupo. *P < 0.05, N.S. no significativo.

La Fig. 24 ilustra El metabolismo de los acidos grasos en el higado de ratones que recibieron NP con PLGA 'y NP con
DBZ. (a) Imagenes representativas de la tincion con Oil Red O de secciones de higado de ratones que recibieron
PLGAy NP con DBZ. Barra de escala, 20 um. (b, ¢, d) Analisis gPCR que muestra los niveles de ARNm de Cpt1 (b),
Atgl y Hsl (c), y Acc1 (d) en los higados de ratones tratados con NP con PLGA y NP con DBZ. Los datos se presentan
como la media + eem. n = 4 ratones por cada grupo. *P < 0.05.

Tabla 1. Parametros optimizados para la sintesis de 100 mg de nanoparticulas.

Tabla 2. Examen de modelo matematico para la liberacion de DBZ a partir de nanoparticulas a pH 5.0 y 7.4. R%-
ajustado, criterio de informacion de Akaike (AIC) y criterio de seleccion de modelo (MSC) empleado para la seleccion
del modelo (n=3). El mejor modelo posee el valor mas alto de R2-ajustado, el valor de AIC mas bajo y el valor de MSC
mas grande.

Tabla 3. Cebadores de qPCR utilizados en este estudio.
Breve descripcion del listado de secuencias

SEQ ID NO: 1y 2 son cebadores de qPCR directa e inversa para Hey1.
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SEQ ID NO: 3 y 4 son cebadores de gPCR directa e inversa para HeyL.

SEQ ID NO: 5y 6 son cebadores de qPCR directa e inversa para Hes1.

SEQ ID NO:7 y 8 cebadores de gPCR directa e inversa para UCP1.

SEQ ID NO: 9y 10 son cebadores de qPCR directa e inversa para Ppargcia.
SEQ ID NO: 11 y 12 son cebadores de qPCR directa e inversa para Cidea.
SEQ ID NO: 13 y 14 son cebadores de qPCR directa e inversa para Dio2.
SEQ ID NO: 15y 16 son cebadores de qPCR directa e inversa para Cox5b.
SEQ ID NO: 17 y 18 son cebadores de qPCR directa e inversa para Cox7a.

Descripcion detallada

Con el fin de promover y comprender los principios de la presente divulgacion, ahora se hara referencia a las
realizaciones ilustradas en los dibujos, y se utilizara un lenguaje especifico para describir las mismas. No obstante, se
entendera que con ello no se pretende limitar el alcance de esta divulgacion.

En respuesta a la necesidad no satisfecha, en el presente documento se divulgan métodos y sistemas terapéuticos
novedosos basados en un disefio de sistemas de administracion de farmacos poliméricos para inducir el pardeamiento
de los adipocitos para el tratamiento y/o la prevencion de la obesidad y sus sintomas metabdlicos asociados.

La epidemia global de obesidad y sus riesgos asociados de enfermedades crénicas afectan a > 10% de la poblacion
mundial. Actualmente, existen pocos farmacos disponibles para el tratamiento de la obesidad. En su mayoria, esas
terapias se dedican a disminuir la ingesta de energia, ya sea suprimiendo el apetito mediante la estimulacion del
sistema nervioso central o reduciendo la digestion y absorcion de nutrientes en el tracto gastrointestinal. Sin embargo,
esos farmacos sélo producen efectos modestos y suelen ir acompafiados de efectos secundarios desagradables y
potencialmente daininos. Por lo tanto, se justifica el desarrollo de estrategias de tratamiento alternativas eficaces.

La obesidad se debe principalmente al excedente de energia sistémica que se almacena en forma de lipidos en los
adipocitos blancos, cuya expansion conduce a la obesidad. Los adipocitos pardos que se encuentran de manera
prominente en la mayoria de las especies de mamiferos funcionan principalmente para disipar el excedente de energia
(lipidos) para generar calor, aumentando asi el gasto de energia y contrarrestando la obesidad. Los adipocitos beige
relativamente identificados presentes en los tejidos adiposos blancos (WAT) son células inducibles "similares a
pardos", que pueden convertirse bidireccionalmente desde y hacia adipocitos blancos bajo el control de la temperatura
ambiental o la inervacion del nervio simpatico. La expresion elevada de la proteina desacopladora 1 (Ucp1), un
regulador clave de la termogénesis en adipocitos beige aclimatados al frio, se asocia con una respiracién desacoplada
y una termogénesis robustas. Notablemente, la actividad de los adipocitos beige se correlaciona con la delgadez en
los humanos. Por lo tanto, la transformacion de adipocitos blancos en adipocitos beige (pardeamiento) es muy
prometedora para desarrollar nuevas terapias que aumenten el gasto energético y reduzcan la adiposidad.

Las estrategias actuales para mejorar la biogénesis y la funcion de los adipocitos beige implican manipulaciones
genéticas y farmacoldgicas. Sin embargo, estos métodos a menudo se asocian con el riesgo de tener consecuencias
adversas no deseadas en otras células/tejidos y ofrecen poco control sobre la ubicacion y el alcance temporal de la
biogénesis de los adipocitos beige. Por ejemplo, la administracion del factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF-
21) se asocia con efectos secundarios sistémicos sobre la pérdida dsea.

Los sistemas de administracion de farmacos basados en polimeros permiten una liberacion de farmacos sostenida y
controlada espacio-temporalmente y ofrecen varias ventajas Unicas sobre la administracion de farmacos
convencionales, incluida la liberacion continua de farmacos, una disminucion de los efectos secundarios sistémicos y
un mayor cumplimiento por parte del paciente. Los perfiles de liberacién de farmacos se pueden ajustar modulando
las caracteristicas de los polimeros, como la quimica del material, el peso molecular, la hidrofobicidad/hidrofilicidad, la
carga superficial, la degradacion y los mecanismos de erosion. Varios ejemplos de productos aprobados por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) incluyen obleas de GLIADEL, canulas intraluminales liberadoras
de farmacos, parches transdérmicos liberadores de farmacos y esponjas o mallas absorbibles impregnadas con
antibiéticos. En esta divulgacién proporcionamos una plataforma de administracion de farmacos basada en polimeros
para inducir el pardeamiento del WAT local para el tratamiento de la obesidad y sus sindromes metabdlicos
relacionados. La plataforma de administracion polimérica permite la liberacién controlada y sostenida de farmacos
eficaces, particularmente de los inhibidores de Notch, para inducir el pardeamiento de los adipocitos después de la
administracion de composiciones que contienen un polimero a los depdsitos de WAT. El farmaco eficaz para este
efecto puede ser un compuesto o composiciéon aun por descubrir que induzca el pardeamiento local de los adipocitos
con la ayuda de la utilizacion del polimero. Una categoria no limitante es cualquier compuesto o composicion que sea
capaz de inducir el pardeamiento de WAT. A continuacién se proporcionan ejemplos de compuestos y composiciones
en detalle.

El farmaco puede ser un agente terapéutico que induce la formacion de adipocitos pardos y/o beige, como activadores
B-adrenérgicos (por ejemplo, CL316, 243 y mirabegron), catecolaminas (por ejemplo, norepinefrina), agonistas de
PPAR-y (por ejemplo, rosiglitazona y tiazolidindionas), capsinoides y compuestos similares a los capsinoides (p. €j.,
extractos de granos del paraiso), citocinas relacionadas con la inflamacién del tejido adiposo (p. €j., IL4), péptidos
natriuréticos (p. ej., péptido natriurético auricular (ANP), péptido natriurético de tipo cerebral (BNP) y péptido
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natriurético de tipo C (CNP)), miembros de la familia FGF (p. ej., FGF1, 15/19,21), miembros de la familia BMP (p. €j.,
BMP7, BMP8b), hormonas tiroideas (p. ej., hormonas tiroideas T3 y T4) y sus agonistas de los receptores (p. €j.,
agonistas del receptor T3), miocinas (por ejemplo, irisina y similar a meteorina (METRNL)), miembros de la familia
VEGF (por ejemplo, VEGF-A), inhibidores de Notch (por ejemplo, inhibidores de la y-secretasa), inhibidores de Janus
quinasa (por ejemplo, tofacitinib), inhibidores de la tirosina quinasa del bazo (por ejemplo, R406), prostaglandinas y
sus analogos sintéticos, agonistas de la ciclooxigenasa-2, acido retinoico y retinaldehido, activadores de retinaldehido
deshidrogenasas, adenosina y sus activadores de receptores, proteina relacionada con la hormona paratiroidea
(PTHrP), adipocina (por ejemplo, neuregulina 4, adiponectina), orexina y microARN/ARNip dirigidos a los factores
antes mencionados relacionados con las vias de sefializacion.

Se divulga un nuevo papel de la sefializacion de Notch en la regulacion de la homeostasis de los adipocitos blancos y
beige. Se ha descubierto que la inhibicidon de la sefalizacion de Notch mediante la inyeccion intraperitoneal de
dibenzazepina (DBZ), un inhibidor de la y-secretasa, induce el pardeamiento de los adipocitos blancos y, en
consecuencia, reduce la obesidad y mejora el equilibrio de la glucosa en ratones obesos. Los inhibidores de Notch
utiles en la presente invencion como farmacos eficaces son inhibidores de y-secretasa, por ejemplo dibenzazepina
(DBZ) y (éster t-butilico de N-[N-(3,5-difluorofenacetil)-1-alanil]-S-fenilglicina). (DAPT).

El farmaco debe incorporarse al polimero en las composiciones de la invencion en un porcentaje de carga del 0.1% al
70% en peso. La cinética de liberacién del farmaco se puede adaptar manipulando el porcentaje de carga del farmaco,
la naturaleza del polimero y el método utilizado para fabricar y cargar el sistema de administracion.

La divulgacion incluye métodos para fabricar un sistema de administracién de farmacos basado en polimeros mediante
la combinacién de un farmaco con un sistema de matriz polimérica. El sistema de administracion de farmacos basado
en polimeros se puede formular a partir de la encapsulacion de farmacos terapéuticos dentro de un sistema de matriz
polimérica mediante interacciones fisicas (Fig. 1A). Las interacciones fisicas incluyen, entre ofras, interaccion
hidréfoba, interaccion hidrofila, enlaces de hidrégeno e interacciones electrostaticas intermoleculares. El sistema de
administracion de farmacos basado en polimeros también se puede formular a partir de la encapsulacion de farmacos
terapéuticos a través de interacciones quimicas (por ejemplo, conjugacion polimero-farmaco) dentro de un sistema de
matriz polimérica (Fig. 1B). Las reacciones de conjugacion terapéutica de polimero incluyen, entre otras, reaccion de
amina, reacciones de tiol (p. €j., reacciones clic de tiol), reaccién de carboxilato, reacciones de hidroxilo, reacciones
de aldehido y cetona, reacciones de hidrogeno activo, reacciones fotoquimicas y reacciones de cicloadicién (p. ej.
Reaccion de Diels-Alder, cicloadicion de azida-alquino catalizada por cobre (CuAAC), cicloadicion de Huisgen de
azida-alquino sin cobre). Los grupos funcionales R1y R2 pueden incluir, entre otros, aminas, tiol, acido carboxilico,
aldehido, cetona, sitios de hidrégeno activos en el anillo aromatico, dieno, isotiocianatos de azida, isocianatos, azidas
de acilo. Ester de N -hidroxisuccinimida (NHS), sulfo-NHS, cloruro de sulfonilo, aldehidos, epdxidos, carbonatos, haluro
de arilo, imidoésteres, carbodiimidas (por ejemplo, N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC) y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC)), compuesto de alquilfosfato, anhidrido, éster de fluorofenilo, hidroximetilfosfina, grupo guanidino,
derivado de yodoacetilo, maleimidas, aziridinas, derivados de acriloilo, agentes arilantes, derivados de disulfuro,
vinilsulfona, feniltioéster, cisplatino, diazoacetato, carbonildiimidazol, oxiranos, carbonato de N,N'-disuccinimidilo
(DSC), cloroformiato de N-hidroxilsuccinimidilo, halégenos de alquilo, hidracina, maleimida, alquino, cloro unido a
fésforo. Los enlaces conjugados pueden incluir, entre otros, isotiourea, isourea, amida, sulfonamida, base desplazada,
amina secundaria, carbamato, arilamina, amidina, fosforamidato, tioéter, disulfuro, B-tiosulfonilo, éster, carbamato,
hidrazona, diazo, cicloadicion 2+4; 1,2,3-triazoles, carbohidratos, enlace ésteres de aminoacidos.

El sistema de matriz polimérica puede comprender, consistir en o consistir esencialmente en polimeros sintéticos. Los
polimeros sintéticos incluyen, entre otros, poli(éster alifatico) (por ejemplo, poli(lactida) (PLA), poli(e-caprolactona)
(PCL), poli(acido glicdlico) (PGA), poli(acido lactico-co-glicdlico) (PLGA), poli(carbonato de trimetileno) (PTMC),
polidioxanona (PDS), poli(orto éster), polianhidridos, poli(anhidrido-co-imida), poli(ésteres de anhidrido), poliuretanos
(por ejemplo, Degrapols) , poli(sebacato de glicerol), poli(etilenimina), poli(acido acrilico) (PAA), polietilenglicol (PEG),
poli(alcohol vinilico) (PVA), poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAm), poli(oxazolinas) ) (por ejemplo, poli(2-metiloxazolina
y poli(2-etil-2-oxazolina), fumaratos de oligo(etilenglicol) (OPF), poli(fumarato de propileno), poli(cianoacrilatos de
alquilo), amida poliacrilica, polilaminoacidos sintéticos) (por ejemplo, poli(acido L-glutamico) (L-PGA) y poli(acido
aspartico)), polifosfacenos, poli(fosfoésteres), lipidoides y mezclas de los mismos. En algunas realizaciones, los
polimeros sintéticos pueden ser PLGA con una proporcion de 50:50 de acido lactico a glicdlico.

Ademas, el sistema de matriz polimérica puede incluir polimeros naturales. Los polimeros naturales pueden incluir,
entre otros, fibrina, colageno, matrigel, elastina, péptidos similares a elastina, albumina, poli(aminoacidos) naturales
(por ejemplo, cianoficina, poli(e-L-lisina) y poli(x-acido glutamico)), y polisacaridos (por ejemplo, acido hialurénico,
quitosano, dextrano, sulfato de condroitina, agarosa, alginato y heparina), lipidos y mezclas de los mismos.

El sistema de matriz polimérica puede incluir polimeros no degradables. Los polimeros no biodegradables incluyen,
entre otros, poli(etil etileno) (PEE), poli(butadieno) (PBD), poli(dimetilsiloxano) (PDMS) y poli(estireno) (PS), poli(N-
dialildimetilamonio), poli(acido acrilico), poli(sulfonato de estireno), poli(sulfato de vinilo) y poli(metacrilato de 3-
sulfopropilo) y amida poliacrilica y mezclas de los mismos.
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El sistema de matriz polimérica puede incluir compuestos poliméricos. Por ejemplo, se pueden formular mezclas de
polimero-polimero para combinar sinérgicamente las propiedades beneficiosas de los polimeros originales. Se pueden
obtener compuestos que combinan una mezcla de polimeros que tienen diferentes velocidades de liberacion para
lograr un perfil de liberacion deseable.

El sistema de matriz polimérica puede incluir conjugados poliméricos. La conjugacion directa del farmaco en la
estructura polimérica ayuda a garantizar una alta eficiencia de carga del farmaco y una liberacion sostenida del farmaco
en el sitio objetivo. La cinética de liberacién del farmaco se puede adaptar cambiando la naturaleza y la sensibilidad
hidrolitica del enlace polimero-farmaco. Un sistema conjugado de polimero y farmaco de este tipo también se puede
utilizar para desarrollar matrices tridimensionales para estudiar las interacciones entre las células y el microambiente
extracelular o generar grasa parda disefiada para trasplante.

El sistema de matriz polimérica puede incluir, entre otras, arquitecturas lineales, en forma de estrella, hiperramificadas
y entrecruzadas.

El sistema de matriz polimérica puede comprender ademas una o mas modificaciones de superficie que incluyen,
entre otras, PEGilacién o el uso de ligandos dirigidos a receptores en adipocitos.

La divulgacion también proporciona un método para administrar las composiciones del sistema de administracion de
polimeros reivindicadas a un sujeto mediante inyeccién o implantacion quirdrgica en el sitio donde se va a lograr el
pardeamiento de la grasa. La administracién local permite administrar una concentracion terapéutica del farmaco a los
depositos de WAT con efectos secundarios sistémicos minimos. El método también puede incluir la etapa de
administrar una cantidad terapéutica del farmaco para inducir el pardeamiento de los adipocitos dentro del sujeto. En
otra realizacion mas, se presenta un método para tratar la obesidad en un sujeto. El sistema polimérico puede ser de
cualquier tamafio adecuado para su administracién al sitio en forma de placas, perlas, granulos, hidrogeles,
microparticulas, nanoparticulas o su combinacion. Los sistemas de farmacos poliméricos se pueden fabricar mediante
varias técnicas bien establecidas que incluyen disolucion con disolvente, emulsién de aceite en agua/evaporacion de
disolvente, secado por aspersion o precipitacion usando un sistema disolvente/no disolvente. En las realizaciones
preferidas, el sistema polimérico estara en forma de particulas. Por ejemplo, en algunos aspectos, el sistema
polimérico comprende microparticulas que estan configuradas para su inyecciéon en el WAT de un sujeto. En otros
aspectos, el sistema polimérico comprende nanoparticulas que estan configuradas para su inyeccion en el WAT de un
sujeto.

Los adipocitos, las células progenitoras de adipocitos y las células madre se pueden combinar con el sistema de matriz
polimérica para modificar tejidos adiposos pardos/beige como una nueva terapia para tratar la obesidad y los trastornos
relacionados utilizando principios de ingenieria de tejidos basados en estructuras. En una realizacion, se pueden
recolectar células de los sujetos mediante biopsia de tejido adiposo. Luego, las células se pueden sembrar en
estructuras poliméricas tridimensionales que imitan las matrices extracelulares naturales. Después del cultivo in vitro,
las construcciones de célula/estructuras se pueden trasplantar nuevamente a los sujetos. Se pueden aplicar una
variedad de factores quimicos y biolégicos (por ejemplo, agentes de pardeamiento) y estimulos mecanicos (por
ejemplo, biorreactor) para facilitar el proceso de generacion de tejido antes del trasplante. En una realizacion, se
divulga un sistema de microesferas de PLGA cargadas con inhibidor de Notch biodegradable. Las microesferas
poliméricas biodegradables con perfiles predeterminados de degradacién vy liberacién de farmacos son un foco de
atencioén para el desarrollo de sistemas eficaces de administracion de farmacos para una variedad de aplicaciones
que incluyen el cancer, las enfermedades cardiovasculares y el desarrollo de vacunas. Entre una variedad de
polimeros que se han empleado para la administracion de farmacos, el PLGA, copolimeros de acido lactico y acido
glicdlico, han sido particularmente destacados debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad y procesabilidad
conveniente. La cinética de liberaciéon de farmacos de las microesferas de PLGA se puede controlar modulando el
tamano de las microesferas, el peso molecular y la composicién de PLGA.

En una realizacion, se divulga un sistema conjugado inhibidor de polifosfaceno-y-secretasa biodegradable. Los
polifosfacenos (PPHOS) que tienen una estructura principal de atomos alternos de fosforo y nitrégeno representan
una clase de material Unica para la administracion de farmacos debido a la flexibilidad sintética, la capacidad de ajuste
de las propiedades del polimero y la biocompatibilidad. Cada atomo de fésforo porta dos sustituyentes organicos, con
una variedad de grupos laterales disponibles para la optimizacion de las propiedades. La liberacion de grupos laterales
resultantes de la degradacion del PPHOS permite el disefio racional de sistemas de administraciéon basados en
PPHOS utilizando el concepto de profarmaco. Las moléculas de farmacos, como los inhibidores de la y-secretasa, se
pueden unir directamente como grupos laterales a la cadena polimérica utilizando enlaces hidroliticamente sensibles
como depdsitos para la administracion del farmaco.

En otra realizacion, se divulga un sistema de administracion de farmacos basado en nanoparticulas que comprende
polimerosomas. Los polimerosomas son una clase de vesiculas artificiales hechas de copolimeros de bloques
anfifilicos sintéticos. Los polimerosomas tipicos son esferas huecas que contienen una solucién acuosa en el nucleo
rodeada por una membrana bicapa. La membrana bicapa estd compuesta de coronas hidrofilicas hidratadas tanto en
el interior como en el exterior de la parte media hidrofébica de la membrana que separa y protege el nucleo fluidico
del medio exterior. Los copolimeros de bloques comprenden dos o mas bloques de homopolimeros. Cada bloque se
polimeriza con un mondmero especifico o una combinacion de mondmeros que tienen propiedades fisico-quimicas
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Unicas en los polimeros. En esas realizaciones, el bloque hidréfobo incluye, entre otros, poli(etiletiieno) (PEE),
poli(butadieno) (PBD), poli(dimetilsiloxano) (PDMS) y poli(estireno) (PS) no biodegradables asi como poli(lactida)
(PLA), poli(e-caprolactona) (PCL) y poli(carbonato de trimetileno) (PTMC), etc., biodegradables; en esas realizaciones,
el bloque hidrofilo incluye, entre otros, poli(N-etil-4-vinipiridinio), poli(2,2-(metacrilato de dimetilaminoetilo),
poli(etilenimina), poli(alilamina), poli(cloruro de dialildimetilamonio), poli(acido acrilico), poli(sulfonato de estireno),
poli(sulfato de vinilo), poli(metacrilato de 3-sulfopropilo), polietilenglicol, poli(2-metiloxazolina), poli(2-etil-2-oxazolina)
y amida poliacrilica, etc. Los polimerosomas se pueden utilizar para la encapsulacion de moléculas terapéuticas
mediante interaccion fisica (por ejemplo, interaccion hidréfoba, interaccion hidrofila, enlaces de hidrégeno e
interacciones electrostaticas intermoleculares) o mediante interacciones quimicas (por ejemplo, conjugacion polimero-
farmaco) dentro de un polimero. El nucleo acuoso de los polimerosomas se puede utilizar para la encapsulacion de
moléculas terapéuticas hidréfilas. La membrana puede integrar farmacos hidréfobos dentro de su nucleo hidrofébico.

En otra realizacion, se divulga un sistema de administracion de farmacos basado en nanoparticulas biodegradables
(NP con DBZ) que comprende PLGA y DBZ aprovechando el descubrimiento del papel desempenado por la
sefalizacion de Notch en la plasticidad de los adipocitos y los beneficios de la liberacion de farmacos intracelulares
basados en nanoparticulas para mejorar la eficacia terapéutica y minimizar los posibles efectos secundarios. Es
posible permitir la administracion especifica de células o tejidos con administracion sistémica conjugando la fraccion
objetivo con nanoparticulas. Por ejemplo, se ha informado que la interaccion entre un péptido especifico CKGGRAKDC
(SEQ ID NO: 20) y prohibitina, un marcador vascular en el tejido adiposo, facilita el direccionamiento de nanoparticulas
a la vasculatura en los tejidos adiposos.

En realizaciones alternativas, otros sistemas poliméricos que se pueden utilizar para la administracion de farmacos
(por ejemplo, agentes de pardeamiento) incluyen, entre otros, nanoportadores, microparticulas, hidrogeles, matrices
de fibras, obleas o peliculas, capsulas, parches y dispositivos implantables de administraciéon de farmacos.

Aunque en esta divulgacion se menciona la aplicacion a la obesidad, debe apreciarse que dicha aplicacion no pretende
limitar las aplicaciones del método y los sistemas descritos en el presente documento. Esta plataforma tecnoldgica
basada en polimeros se puede adaptar facilmente para tratar un amplio espectro de enfermedades como la
enfermedad del higado graso y la aterosclerosis.

Es importante destacar que hemos demostrado que la administracion local de las NP con DBZ previno la obesidad
inducida por HFD y mejor6 la homeostasis de la glucosa, asi como el metabolismo de los acidos grasos en el higado,
verificando los efectos reguladores directos de la inhibicion de Notch en WAT en los perfiles metabdlicos sistémicos.
Estos beneficios sistémicos obtenidos por la manipulacion local estan de acuerdo con la publicacion anterior de que
el trasplante de WAT subcutaneo de ratones entrenados con ejercicio o BAT de ratones normales mejord
significativamente la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la insulina?® 2. Sigue siendo dificil determinar si estos
beneficios metabdlicos se deben exclusivamente a la elevada absorciéon de glucosa y acidos grasos o si involucran
adicionalmente otros factores endocrinos secretados por adipocitos beige transformados.

Ejemplo 1: La inhibicion de la sefalizacion de Notch promueve el pardeamiento de los adipocitos blancos:

La via de sefializacion de Notch es importante para la comunicacion entre células y la determinacion del destino celular
durante el desarrollo y es necesaria para la homeostasis del tejido adulto. El gen diana de Notch Hairy/potenciador de
divisiéon 1 (Hes1) se une directamente a los promotores del dominio de PR que contiene 16 (prdm16), receptor gamma
activado por proliferador de peroxisomas (Ppary), y coactivador 1 alfa de Ppary (Ppargc1a) para inhibir su transcripcion.
Esto conduce a una reduccion de la biogénesis mitocondrial y niveles reducidos de Ucp1.

La inhibicion farmacoldgica de la sefalizacion de Notch induce el pardeamiento de los adipocitos blancos durante el
cultivo in vitro. La sefalizacion de Notch se inhibe en adipocitos blancos cultivados con el inhibidor de la y-secretasa
DAPT (éster t-butilico de N-[N-(3,5-difluorofenacetil)-1-alanil]-S-fenilglicina). DAPT inhibi6 la sefalizacién de Notch y
sobrerreguld la expresion de los genes especificos para la grasa parda Ucp1, Cidea, Prdm16 y Ppargci1a (Figs. 2A-
2C). Ademas, los adipocitos tratados con DAPT mostraron una tasa de consumo de oxigeno (OCR) mas alta que los
tratados con DMSO, como se espera si se produce un pardeamiento (Fig. 2D).

WAT es el sitio principal de almacenamiento de energia a largo plazo en la mayoria de las especies de vertebrados.
En respuesta al exceso de ingesta caldrica, el tamafio del WAT se expande mediante hiperplasia e hipertrofia de los
adipocitos. En respuesta a la exposicion a temperaturas ambiente frias, el sistema nervioso simpatico libera
catecolaminas, que se unen a los adrenoceptores f3 y activan la lipdlisis a través de la via del cAMP. Los acidos grasos
generados a partir de la lipdlisis pueden activar directamente Ucp1 para la produccion de calor. Por lo tanto,
comprender las vias que funcionan eficazmente para regular la homeostasis de los adipocitos es fundamental para el
tratamiento de la obesidad. Recientemente se ha informado que la sefializacién de Notch desempefia un papel en la
regulacion de la plasticidad (conversion) de los adipocitos blancos y beige in vivo, en consecuencia afectando el
metabolismo energético del cuerpo. Ablacion especifica de adipocitos de Notch1 o Rbpj impulsado por aP2-Cre da
como resultado disminuciones en el tamafio de varios depdsitos adiposos y aumentos en la abundancia relativa de
adipocitos beige en WAT, acompafado de un aumento de la tasa metabdlica, una mejor tolerancia a la glucosa y
sensibilidad a la insulina en animales de experimentacion. Estos fenotipos estan asociados con niveles elevados de
expresion de genes especificos de adipocitos beige en WAT pero no en BAT. Ademas, los ratones carentes de Notch1
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0 Rbpj exhiben un pardeamiento acelerado (aparicion de adipocitos beige dentro de WAT) en respuesta a ambientes
frios. Los ratones mutantes Notch1 especificos del tejido adiposo también son resistentes a la obesidad inducida por
HFD. En los esfuerzos iniciales para confirmar el papel de la sefializacion de Notch en los tejidos adiposos, se
demostré que la activacion de la sefializacion de Notch utilizando un ratén con adiponectina-Cre altamente especifico
para adipocitos inhibe el pardeamiento de WAT e induce el blanqueamiento de BAT, que se manifiesta por la deposicion
de lipidos y la aparicién de adipocitos blancos en el BAT interescapular clasico. La activacion de Notch inducida por
adiponectina-Cre también hizo que los ratones se volvieran intolerantes a la glucosa y resistentes a la insulina. Estos
fenotipos contrastan marcadamente con los observados en ratones con deficiencia de Notch.

Evaluar en qué medida la inhibicion de Notch mejora la obesidad in vivo en condiciones patoldgicas, ratones ob/ob
deficientes en leptina (Lep°®) fueron tratados con dibenzazepina (DBZ, un inhibidor de la y-secretasa). Notablemente,
el tratamiento con DBZ atenud el aumento de peso corporal observado en el grupo de control tratado con vehiculo sin
afectar la ingesta de energia. Las diferencias de peso corporal se asociaron con un tamafio mas pequefio y un menor
peso de varios depdsitos de WAT en los ratones tratados con DBZ en comparacion con los tratados con vehiculo (Fig.
3A, B). Los ratones tratados con DBZ también mostraron una mejor tolerancia a la glucosa y sensibilidad a la insulina
en relacion con los controles (Fig. 3C). En consonancia con la reduccion de la adiposidad, los ratones tratados con
DBZ mostraron una tasa de intercambio respiratorio mas baja en comparacién con los ratones de control, lo que indica
que la administracion de DBZ inici6 un cambio metabdlico hacia la utilizacion de la grasa como fuente de energia
relevante. A nivel molecular, la administracion de DBZ resulté en la inhibicidn de la expresion de las dianas de Notch
Hes1, Hey1y HeyL, asi como Lep, pero sobrerreguld la expresion de ucp? y Ppargc1a en WAT (Fig. 3D, E). La
administracion de DBZ también resultd en la supresion de la expresion de las citocinas inflamatorias codificadas por
Cd68, 1I6 e II1b que estan asociados con la obesidad en humanos. Al finalizar el experimento, las concentraciones de
glucosa alimentada en sangre permanecieron bajas en presencia de la inyeccién de DBZ, lo que sugiere un efecto
beneficioso a largo plazo del pardeamiento adiposo sobre el metabolismo de la glucosa.

Sin embargo, los posibles problemas de cumplimiento asociados con los requisitos de multiples inyecciones periddicas
de farmacos, asi como las preocupaciones de seguridad y eficacia sobre la distribucién generalizada de farmacos en
el cuerpo, plantean obstaculos importantes para la traduccién clinica de este descubrimiento. Por lo tanto, existe una
necesidad critica de desarrollar nuevos sistemas de administracion de farmacos que permitan la administracion
espacio-temporal selectiva de inhibidores de Notch como DBZ a los tejidos adiposos.

Ejemplo 2: Sistema de administracion de DBZ basado en microesferas de PLGA para promover el pardeamiento de
WAT para el tratamiento de la obesidad:

En este ejemplo, se divulga un sistema de administracién de DBZ basado en microesferas de PLGA para promover el
pardeamiento de WAT para el tratamiento de la obesidad (Fig. 4). Se utilizé PLGA con una proporcion de lactida a
glicolido de 50:50 ya que este polimero especifico tiene una tasa de degradacion relativamente rapida entre la familia
de PLGA, lo que es ventajoso para inducir el pardeamiento. Formulamos las microesferas de PLGA cargadas con DBZ
utilizando una técnica de evaporacién de emulsién/disolvente y caracterizamos la morfologia y los perfiles de liberacion
de esas microesferas. Ademas, demostramos que las microesferas de PLGA cargadas con DBZ inhibieron Notch vy,
en consecuencia, promovieron el pardeamiento tanto in vitro como in vivo. Hasta donde sabemos, esta es la primera
vez que se desarrolla un sistema disefiado biolégicamente eficaz para administrar agentes terapéuticos para convertir
adipocitos blancos en adipocitos beige. Este estudio no sélo contribuye a nuestra comprension del mecanismo
subyacente de la inhibicion de Notch en el proceso de pardeamiento, sino que también allana el camino para el
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para contrarrestar la obesidad y su sindrome metabdlico asociado en
humanos.

Materiales y métodos:
Materiales:

PLGA (lactida:glicélido 50:50; Pm = 75,000) se obtuvo de Lakeshore Biomaterials. Poli(alcohol vinilico) (PVA; 87-90 %
hidrolizado, Pm promedio = 30,000-70,000), dextrano marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC-dextrano) (Pm
=70,000) y DBZ se obtuvieron de Sigma. El cloruro de metileno (DCM), el dimetilsulfoxido (DMSQO) y el acetonitrilo se
adquirieron de Fisher Scientific.

Animales: Todos los ratones utilizados en este estudio eran ratones magros de tipo silvestre mantenidos en forma
normal en una instalacion limpia. Todos los procedimientos relacionados con el mantenimiento de animales y el uso
experimental se llevaron a cabo siguiendo las regulaciones.

Formulacion y caracterizacion de microesferas cargadas con FITC-dextrano.

Se prepararon microesferas de PLGA cargadas con FITC-dextrano mediante una técnica de doble emulsién de agua
en aceite en agua (WOW). Brevemente, se disolvieron 0.4 g de PLGA en 4 mL de DCM. En esta fase organica (O), se
emulsionaron 330 pl de solucion acuosa (W1) que contenia ~3.7 mg de FITC-dextrano usando un mezclador de vértice
que operaba a 1,000 rpm durante 3 minutos para formar la emulsion W1/O. Esta emulsion primaria se inyectd en 400
mL de una fase acuosa que contenia PVA (W2) al 1 % (p/v). La emulsién W1/O/W2 resultante se agité a 400 rpm
durante la noche con un agitador magnético superior para permitir la evaporacion del disolvente y el endurecimiento
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de las microesferas. Luego las microesferas se aislaron mediante centrifugacion, se lavaron tres veces con agua
destilada y se secaron en una estufa de vacio durante 24 horas. Los productos finales se almacenaron en un
desecador. Se tomaron imagenes de microesferas de PLGA cargadas con FITC-dextrano mediante microscopia de
fluorescencia (EVOS FL).

Formulacion y caracterizacion de microesferas cargadas con DBZ.

Se prepararon microesferas de PLGA cargadas con DBZ mediante una técnica de evaporacion de emulsion/disolvente
de aceite en agua (O/W). La fase oleosa tenia 540 mg de PLGAy 10.8 mg de DBZ disueltos en 2.7 mL de DCM. Esta
fase oleosa se inyectd en 400 mL de una fase acuosa que contenia PVA al 1% (p/v), que se agité a 600 rpm para
lograr un sistema de emulsion O/W. La emulsion resultante se agitd durante la noche con un agitador magnético
superior para permitir la evaporacion completa del disolvente y la solidificacion de las gotitas en microesferas. Luego
las microesferas se aislaron mediante centrifugacion, se lavaron tres veces con agua destilada y se secaron en una
estufa de vacio durante 24 horas. Los productos finales se almacenaron en un desecador. La estructura de la superficie
de las microesferas se investigd mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) (Nova Nano SEM). El diametro
de las microesferas se midié utilizando el software Image-J y se seleccionaron aleatoriamente alrededor de 130
microesferas para el analisis.

El contenido de DBZ en microesferas se analizé mediante un método de precipitacion. Se disolvieron completamente
5 mg de microesferas de PLGA cargadas con DBZ en cloroformo. Una vez disuelta, la solucion de cloroformo se afiadié
gota a gota en 4 mL de metanol en un tubo de centrifuga para disolver DBZ y precipitar PLGA. Se recogio el DBZ del
sobrenadante y se concentrd bajo una corriente de nitrégeno. Luego, se secé DBZ en una estufa de vacio durante la
noche y se disolvié en 10 mL de acetonitrilo con respecto a agua Millipore 2:1. El producto se filtré6 para analisis por
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) (HPLC Thermo). Las muestras se analizaron utilizando una fase
movil de acetonitrilo a acido fosforico al 0.1 % (50:50) a un caudal de 1 mL/min en una columna de
pentafluorofenilpropilo y deteccion UV a 232 nm. Cada muestra se midio por duplicado. La carga real del farmaco y la
eficiencia de encapsulacion del farmaco se calcularon utilizando las siguientes ecuaciones:

. DBZ (Total)
% Tebrico de carga de DBZ = DBZ (Total) + PLGA x100 %

(1-1)

DBZ (Experimental)
% Real de carga de DBZ = DBZ (Total) + PLGA x 100 %

(1-2)

Efici ad lacién = Cargareal de DBZ 100 %
ficiencia de encapsulacion = Carga teorica de DBZ x A

(1-3)
Liberacion de FITC-dextrano in vitro a partir de microesferas.

El FITC-dextrano liberado de las microesferas se midié suspendiendo aproximadamente 20 mg de microesferas en 5
mL de tampon PBS a pH 7.4. Las muestras se colocaron en un agitador mantenido a 37 °C y se agitaron a 200 rpm.
A intervalos de tiempo predeterminados, las muestras se retiraron del agitador y se centrifugaron a 1000 g durante 2
min. El medio se dividié en alicuotas de 2 mL para el andlisis y posteriormente se afiadi6 medio fresco de igual
volumen. Los granulos de microesferas precipitados se resuspendieron en el medio y se colocaron nuevamente en el
agitador. La liberacion in vitro de FITC-dextrano se estudié por triplicado. La concentracion de FITC-dextrano en la
fase acuosa se determind fluorimétricamente (Excitacion: 485 nm, Emision: 520 nm, lector de microplacas Synergy
H1) utilizando una curva de calibracién estandar.

Liberacién in vitro de DBZ a partir de microesferas.

Las microesferas de PLGA cargadas con DBZ se caracterizaron para determinar la liberacion del farmaco durante 6
dias en PBS a pH 7.4 y 37 °C. La liberacion de DBZ se midié usando HPLC. En resumen, se colocaron muestras de
20 mg en tubos de centrifuga individuales y se llenaron con 2.5 mL de PBS. Luego las muestras se colocaron en un
agitador mantenido a 37 °C y se agitaron a 200 rpm. En momentos especificos, se retird 1 mL de medio, se guardd
para el analisis y se reemplazé con la misma cantidad de PBS fresco. Los puntos temporales se eligieron de manera
que se mantuvieran condiciones perfectas de hundimiento. Cada muestra de sobrenadante se extrajo con 1 mL de
cloroformo. Luego se separd la capa organica y se dejo evaporar. Luego, el DBZ seco se reconstituyé con 1 mL de
una solucién de acetonitrilo al 40 % en agua para proporcionar una solucién adecuada para el analisis de HPLC (HPLC
Thermo).

Aislamiento de preadipocitos primarios.
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Los preadipocitos primarios se recogieron de los depodsitos de WAT subcutaneos de las extremidades y se trituraron
en trozos de 2 a 5 mmZ2. Luego, estos trozos se sometieron a digestién con colagenasa de 1.5 mg/mL con agitacion a
37 °C durante 1.5-2 horas. La digestion se termin6 con medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) que contenia
suero bovino fetal (FBS) al 10%. Después de eso, se eliminaron los adipocitos maduros flotantes y la suspension
celular se filtré a través de una malla de 100 ym, seguido de una breve centrifugacién a 450 g durante 5 min. El
sedimento se resuspendio y se sembré en placas de cultivo de tejidos.

Cocultivo de preadipocitos primarios con microesferas.

Los preadipocitos primarios se cultivaron en un medio de crecimiento que contenia DMEM, FBS al 20 % y
penicilina/estreptomicina al 1 % a 37 °C con 5 % de CO». El medio se cambié cada dos dias. Tras la confluencia, las
células se sometieron a un medio de induccion que contenia DMEM, 10 % de FBS, insulina 2,85 pM, dexametasona
0,3 pM y 3-isobutil-metilxantina 0,63 mM durante 4 dias, seguido de un medio de diferenciacion que contenia DMEM,
insulina 200 nM y triyodotironina 10 nM durante 4 dias mas. Mientras tanto, se agregaron microesferas de polimero
de 5 mg en insertos transwell permeables suspendidos en cada pocillo de placas de 24 pocillos mientras se inducia la
diferenciacién adipogénica de las células. Otros grupos de tratamiento paralelos incluyeron células en medio
acondicionado con DBZ (10 uM) y células en control de vehiculo DMSO. Para controlar la diferenciacion adipogénica,
las gotitas de lipidos y los nucleos de los adipocitos durante el cultivo se contratifieron con BODIPY (Red C12) y DAPI,
respectivamente.

Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa.

El ARN total se extrajo del cultivo celular mediante Trizol. Se utilizaron cebadores hexameros aleatorios para la
transcripcion inversa para sintetizar ADNc. La reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR) se realiz6 con
una maquina Roche Light Cycler 96 (Roche). EI ARNr 18S se aplicé como control interno para la normalizacion. Para
el analisis de resultados de qPCR, se utilizo el método 222 para calcular las veces que cambia.

Extraccion de proteinas y andlisis de transferencias Western.

La proteina total se extrajo de células o muestras de tejido utilizando tampoén RIPA que contenia Tris-HCI 50 mM (pH
8.0), NaCl 150 mM, Nonidet P-40 al 1 %, desoxicolato de sodio al 0.5 % y dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0.1 %. Las
concentraciones de proteinas se midieron utilizando el reactivo de ensayo de proteinas Pierce BCA (Pierce
Biotechnology, Rockford, IL, EE. UU.). Las proteinas se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
con SDS (SDS-PAGE) y luego se transfirieron a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (Millipore Corp.,
Billerica, MA). Las membranas se bloquearon en leche al 5 % durante 1 hora y se incubaron con anticuerpos primarios
a 4 °C durante la noche. Los anticuerpos PGC1-a (sc-13067) y GAPDH (sc-32233) se adquirieron de Santa Cruz
Biotechnology y ambos se diluyeron 1:1,000. El anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano picante
(HRP) (IgG anti-conejo, 7074S, Cell Signaling) se diluyé 1:5,000. Las sefales se detectaron con un sistema de
imagenes tactiles ChemiDocMC (Bio-Rad). Los carriles se analizaron para la cuantificacion de la densitometria con Bio-
Rad Image Lab V5.2.1.

Inyeccién in vivo de microesferas de PLGA.

Primero se anestesiaron los ratones con un céctel de ketamina-xilazina y luego se inyectaron microesferas de PLGA
cargadas con FITC-dextrano o microesferas de PLGA cargadas con DBZ (20 mg/30 g de peso corporal) en el deposito
de WAT inguinal en un lado del cuerpo en un 1 mL de solucion de Methocel E4M al 0.5 % (peso/vol; Dow Chemical) y
Tween-80 al 0.1 % (peso/vol; Sigma) en agua. De manera similar, se inyectaron microesferas de PLGA en el depdsito
de WAT inguinal contralateral. Los tejidos adiposos se recolectaron después de 24 horas y 14 dias después de la
inyeccion para el estudio con microesferas de PLGA cargadas con FITC-dextrano y microesferas de PLGA cargadas
con DBZ, respectivamente. La tincion con Oil Red O se realizé para marcar los adipocitos para el estudio con
microesferas de PLGA cargadas con FITC-dextrano, mientras que la tincién con hematoxilina y eosina (H&E) y la
inmunohistoquimica se realizaron para el estudio con microesferas de PLGA cargadas con DBZ.

Tincién con H&E e inmunohistoquimica.

Los tejidos adiposos se fijaron en formalina al 10% durante 24 horas a temperatura ambiente. Luego, los tejidos se
incluyeron en parafina y se cortaron en rodajas de 4 um de espesor, se desparafinaron y se rehidrataron utilizando
xileno, etanol y agua mediante métodos estandar. La inmunohistoquimica se realizé en un Dako Autostainer (Dako).
Los portaobjetos se incubaron con peroxido de hidrégeno al 3 % y suero de caballo normal al 2.5 % (S-2012, Vector),
seguido de incubacion con anticuerpo primario policlonal de conejo anti-Ucp1 diluido 1:200 en suero de caballo normal
al 2.5 % (S-2012, Vector) durante 60 min. Las sefales se detectaron con un kit de deteccién de polimeros anti-IlgG de
conejo (MP-7401, Vector). El etiquetado se visualizé con 3,3'-diaminobencidina (DAB) como cromdgeno (SK-4105,
Vector). Los portaobjetos se contratifieron con hematoxilina de Harris (EK Industries) y se recogieron imagenes
digitales de todo el portaobjetos con un escaner de portaobjetos Aperio Scan Scope (Aperio).

Analisis estadistico
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Los datos cuantitativos se informaron como media + eem. Los valores de p se calcularon mediante una prueba t de
Student de dos colas. P<0.05 se considero estadisticamente significativo.

Resultados:
Formulacion y caracterizacion de microesferas de PLGA.

Utilizando PLGA 50:50, se prepararon microesferas de PLGA cargadas con farmaco y se caracterizaron para
determinar la distribucion del farmaco y las caracteristicas morfolégicas. Primero encapsulamos FITC-dextrano, una
sonda fluorescente de uso comun, en microesferas de PLGA para evaluar la distribucion de FITC-dextrano en
microesferas mediante microscopia fluorescente. Se observo que la fluorescencia verde se distribuia uniformemente
en todas las microesferas (Fig. 5A). A continuacion, formulamos microesferas de PLGA cargadas con DBZ optimizando
los parametros del proceso, como la concentracion de PVA y la velocidad de agitacion, para obtener un intervalo
estrecho de tamafio de microesferas de 50 a 150 uym (Fig. 5B). La micrografia de SEM con mayor aumento revelé la
morfologia de la superficie lisa de la microesfera (Fig. 5C). La distribucidon de tamafno de las microesferas de PLGA
cargadas con DBZ se parecia a una distribucion gaussiana con mas del 50 % en el intervalo de 90-110 um (Fig. 5D).
El porcentaje de carga real de DBZ se caracterizd por ser -1.4 % (p/p), equivalente a -68 % de eficiencia de
encapsulacion de DBZ.

El sistema de microesferas PLGA permite la liberacion de FITC-dextrano y DBZ

Para examinar las capacidades de liberacion del farmaco de carga de las microesferas de PLGA, primero colocamos
las microesferas de PLGA cargadas con FITC dextrano en el PBS a 37 °C y la liberacidon se cuantificd
fluorométricamente. Las microesferas de PLGA cargadas con FITC-dextrano mostraron un perfil de liberacion rapida,
lo que resultd en aproximadamente el 50 % del total de FITC-dextrano liberado después de 24 horas (Fig. 6A).
Probablemente esto se debe a la naturaleza hidréfila del FITC-dextrano. Ademas, caracterizamos el perfil de liberacion
de DBZ a partir de microesferas de PLGA cargadas con DBZ (Fig. 6B). En general, la tasa de liberacién de DBZ de
las microesferas de PLGA fue mucho mas lenta que la del FITC-dextrano. Aproximadamente, se liber6 un 2 % de DBZ
de las microesferas de PLGA en las primeras 24 horas. Y la tasa de liberacion disminuyé significativamente a partir de
entonces y se liberd alrededor del 3 % de DBZ (~8 ug) durante 6 dias, lo que indica que el DBZ puede liberarse del
PLGA de manera sostenida.

Las microesferas de PLGA cargadas con DBZ promueven el pardeamiento en adipocitos

Como intento inicial de probar la bioactividad de DBZ liberada de microesferas de PLGA, cultivamos conjuntamente
microesferas de PLGA cargadas con DBZ con adipocitos primarios y examinamos las respuestas celulares (Fig. 7A).
Después de la induccion de la diferenciacion adipogénica durante 8 dias, observamos gotitas de lipidos clasicas
caracterizadas por la inmunofluorescencia BODIPY (Fig. 7A), lo que sugirioé que las microesferas no causaron efectos
adversos obvios en el cultivo celular. Luego continuamos analizando los niveles de ARNm de los genes termogénicos
y diana de Notch. Las microesferas de PLGA cargadas con DBZ inhibieron significativamente a Notch, como lo
demuestra la reduccion del 40 % del ARNm de los genes diana de Notch. Hes7 y HeyL (Figura 7B). Es importante
destacar que las microesferas de PLGA cargadas con DBZ aumentaron drasticamente los niveles de ARNm de los
marcadores de pardeamiento, incluidos Ucp1, Cidea y Ppargcia (Fig. 7C), asi como genes de mitocondrias, incluidos
Cox5b, Cox7a, Cpt1ay Cpt2 (Fig. 7D), lo que sugiere que el DBZ liberado de las microesferas de PLGA puede inhibir
la via de Notch y, en consecuencia, promover el pardeamiento. Ademas, los resultados de la transferencia Western
demostraron que las microesferas de PLGA cargadas con DBZ elevaron significativamente el nivel de proteina de
Pgc1-a (codificada por Ppargc1a) en aproximadamente 3.5 veces (Figs. 7E y 7F), que desempefia funciones clave en
la biogénesis mitocondrial y el metabolismo oxidativo. Después de 8 dias de cultivo celular, se observé un aumento
significativo en la densidad mitocondrial de los adipocitos tratados con DBZ en comparacion con el grupo de control
tratado con DMSO (Figs. 8A - 8C). Hubo una superposicion de Red C12 con estructuras positivas para MitoTracker, lo
que indica la posible mejora coordinada de la absorcién de acidos grasos y las mitocondrias después del tratamiento
con DBZ. De importancia potencial, las microesferas cargadas con DBZ también dieron como resultado mas
mitocondrias y una superposicion de Red C12 con MitoTracker en los adipocitos. En conjunto, todos estos datos
confirmaron que DBZ permanecié bioactivo para inducir el pardeamiento después de ser liberado de las microesferas
de PLGA in vitro.

Las microesferas de PLGA cargadas con DBZ estimulan el pardeamiento in vivo

Para probar mas a fondo si las microesferas de PLGA pueden administrar DBZ localmente y promover el pardeamiento
in vivo, intentamos inyectar microesferas directamente en los depdsitos de WAT inguinales del raton y evaluar el efecto
de pardeamiento después de eso (Fig. 9A). Inicialmente, para garantizar que las microesferas pudieran inyectarse con
precision en los depdsitos, utilizamos las microesferas cargadas con FITC-dextrano para rastrear la ubicacion de las
microesferas. Los sitios de inyeccion de microesferas se identificaron facilimente con fluorescencia verde mediante
observacién macroscopica en los tejidos adiposos inguinales diana (Fig. 9B). Después de 24 horas de inyeccion, las
microesferas cargadas con FITC-dextrano mantuvieron morfologias redondas con fluorescencia expandida, lo que
indica la liberacion de FITC-dextrano de las microesferas durante este periodo de tiempo (Fig. 9C, D). Esta observacion
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también estuvo de acuerdo con nuestros resultados anteriores con respecto al perfil de liberacion de FITC-dextrano in
vitro.

A continuacion, inyectamos microesferas de PLGA cargadas con DBZ en los depoésitos de WAT inguinales utilizando
el mismo procedimiento. Después de 14 dias de la inyeccion, se recogio y procesé el WAT inguinal para su inclusion
y corte en parafina. A través de la tincion con H&E, observamos que las microesferas de PLGA cargadas con DBZ se
dispersaron dentro del WAT y mantuvieron morfologias redondas en el intervalo de tamafo de 50-150 um. Es
importante destacar que estas microesferas no provocaron ninguna respuesta inflamatoria significativa (Fig. 10A). Es
de destacar que las microesferas de PLGA cargadas con DBZ redujeron drasticamente el tamafio de los adipocitos
blancos maduros (Figura 10B), un indicador distintivo del efecto de pardeamiento. Los adipocitos beige multiloculares
Ucp1+ eran evidentemente abundantes con microesferas de PLGA cargadas con DBZ (Figura 10B). Ademas, esta
caracteristica morfoldgica del pardeamiento se vio respaldada aun mas por la transferencia Western de muestras de
tejido que exhibieron mayores niveles de proteina de Pgc1-a y Ucp1 en el grupo de microesferas cargadas con DBZ
en comparacion con el control (Figura 10C). Ademas, los ratones inyectados con microesferas cargadas con DBZ
manifestaron una mayor expresion de genes mitocondriales (Cox5b), asi como genes especificos de la grasa parda,
tales como Ppargc1ay Cidea en relacion con los controles (Fig. 11). Todos estos datos demostraron que DBZ se liberd
exitosamente de las microesferas y retuvo su actividad bioldgica de inhibicion de Notch para promover el pardeamiento
In vivo.

Cada vez hay mas pruebas de que las diferencias metabdlicas significativas que distinguen los adipocitos beige de
los adipocitos blancos pueden explotarse con éxito para establecer nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento
y/o la prevencion de la obesidad. Por lo tanto, identificar y abordar los mecanismos subyacentes al pardeamiento es
crucial en el desarrollo de terapias efectivas para reducir la adiposidad. La via de sefalizacion de Notch es importante
para la comunicacion entre células y la determinacion del destino celular durante el desarrollo y es necesaria para la
homeostasis del tejido adulto. El gen objetivo de Notch Hairy/potenciador de division 1 (Hes1) inhibe las transcripciones
del dominio de PR que contiene 16 (Prdm16), el coactivador 1 alfa del receptor gamma activado por proliferador de
peroxisomas (Ppary) (Ppargc1a) y Ppary, todos criticos en la biogénesis de adipocitos pardos. Esto conduce a una
reduccion del numero de mitocondrias y de la expresion de Ucp1. Notablemente, se ha descubierto que la inhibicion
de la sefalizacion de Notch mediante la inyeccion intraperitoneal de DBZ induce el pardeamiento de los adipocitos
blancos y, en consecuencia, reduce la obesidad y mejora el equilibrio de glucosa en ratones obesos. Esta estrategia
puede abrir otra via novedosa para tratar la obesidad y sus enfermedades metabdlicas asociadas. Sin embargo, los
posibles problemas de cumplimiento asociados con la necesidad de multiples inyecciones periddicas de farmacos, en
combinacién con preocupaciones de seguridad y eficacia sobre la distribucion generalizada de farmacos en el cuerpo,
reducen el potencial traslacional de este tratamiento. Por ejemplo, se ha propuesto que la inhibicién de Notch afecta
multiples procesos biolégicos, como la angiogénesis, la formacion dsea y la miogénesis. Por lo tanto, seria beneficioso
si un sistema portador fuera capaz de administrar DBZ localmente al WAT de manera sostenida para el tratamiento de
la obesidad.

Los sistemas de administracion controlada de farmacos basados en polimeros ofrecen varias ventajas Unicas sobre
la administracion de farmacos convencionales, incluida la liberacién continua del farmaco, la disminucién de los efectos
secundarios sistémicos y el mayor cumplimiento del paciente. La degradacién del polimero es muy deseable en la
administracion controlada de farmacos porque elimina la necesidad de la extraccion quirdrgica de los implantes. Se
sabe que el PLGA se degrada por simple hidrélisis de los enlaces éster en acidos lactico y glicdlico, que finalmente se
metabolizan en diéxido de carbono y agua. Las microesferas de PLGA se han investigado exhaustivamente como
vehiculos para administrar una variedad de agentes terapéuticos. La liberacion de un agente encapsulado a partir de
microesferas de PLGA esta controlada tanto por difusion como por degradacién del polimero. La cinética de liberacién
del farmaco se puede adaptar variando la composicion del copolimero, el peso molecular y el tamafio de las
microesferas. Notablemente, la tasa de degradacion del PLGA depende de la composicion del copolimero. La pérdida
de peso molecular durante la hidrdlisis se acelera con un aumento en el contenido de glicélido. Esto se atribuye a una
mayor absorcion de agua en la matriz polimérica. Por ejemplo, PLGA exhibié un tiempo de degradacion del orden de
PLGA 50:50 (1-2 meses) < PLGA 75:25 (4-5 meses) < PLGA 85:15 (5-6 meses). Los polimeros con mayor peso
molecular dan como resultado tasas de degradacion mas lentas. Ademas, el tamafio de las microesferas de PLGA es
un factor de control importante en la difusién de farmacos y la degradacion de polimeros. Berchane et al. demostraron
que la tasa de liberacion inicial de piroxicam de las microesferas de PLGA disminuyd con un aumento en el tamafo
de las microesferas de 13.9 a 81.2 um, lo que es consistente con la ley de difusion de Fick porque un aumento de las
vias de difusion reduciria la tasa de liberacion del farmaco. Se ha informado que las microesferas grandes se degradan
de manera heterogénea, donde la tasa de degradacion en el nucleo es mayor que en la superficie. Por el contrario,
las microesferas con un diametro inferior a 300 ym sufren una degradacion homogénea por la que la tasa de
degradacioén del nucleo es equivalente a la de la superficie. Las microesferas pequefias también se degradan mas
lentamente que las microesferas grandes como resultado de una menor acumulacion de productos de degradacion
acidos. Los estudios de liberacion in vitro demostraron que las microesferas de PLGA cargadas con DBZ fabricadas
en el intervalo de tamafo de 50 a 150 ym permitieron la liberacion sostenida de DBZ, lo que resulté en ~3 % del
farmaco encapsulado liberado durante 6 dias. Esta liberacion gradual sera particularmente beneficiosa para evitar la
necesidad de multiples inyecciones peridédicas de DBZ para inducir el pardeamiento.

El cocultivo de preadipocitos primarios con microesferas de PLGA cargadas con DBZ demostrd que el DBZ liberado
conservaba su bioactividad e inhibia eficazmente la sefializacion de Notch y la expresién sobrerregulada de genes
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especificos de la grasa parda (Fig. 7). Por ejemplo, la expresion de los objetivos posteriores de Notch. Hes7y HeylL
en adipocitos blancos cultivados con DBZ y microesferas cargadas con DBZ se redujeron en mas del 40 %, lo que
indica la bioactividad del DBZ liberado de los polimeros. Ademas, las microesferas cargadas con DBZ dieron como
resultado una expresion elevada de marcadores de pardeamiento, incluyendo Ucp1, Cidea y Ppargc1a, asi como
genes de mitocondrias, incluidos Cox5b, Cox7a, Cpt1ay Cpt2. Notablemente, los adipocitos pardos y beige contienen
mas mitocondrias que los adipocitos blancos y poseen la capacidad de quemar lipidos (mediante B-oxidacion) para
generar calor. Pgc1-a (codificado por Ppargc1a) también se sabe que induce la expresion de Ucp1 y otros
componentes termogénicos en los adipocitos. Nuestros resultados también estan en linea con nuestros hallazgos
anteriores con el uso de DBZ en el pardeamiento de los adipocitos blancos. El aumento mas pronunciado en los
niveles de ARNm de ucp? y Cidea en los grupos tratados con PLGA-DBZ en comparacion con los grupos con DBZ
solo se deben presumiblemente a la liberacién continua de DBZ de las microesferas, lo que deberia haber mejorado
la actividad biologica de DBZ vy, por lo tanto, resalta una ventaja importante de nuestro sistema de administracion de
farmacos para el pardeamiento inductivo.

Uno de los requisitos mas importantes para desarrollar sistemas eficaces de administracion de farmacos basados en
polimeros es la compatibilidad tisular. Los polimeros de PLGA se consideran un estandar para la administracion de
farmacos debido a su reconocida biocompatibilidad y aprobacién por parte de la Administracion de Alimentos y
Farmacos para una serie de aplicaciones clinicas. Las microesferas de PLGA cargadas con DBZ fueron bien toleradas
después de la inyeccion in vivo en los depositos de WAT (Fig. 10A). Mas importante aun, demostramos que la inyeccion
local de microesferas cargadas con DBZ indujo con éxito el pardeamiento del WAT después de 14 dias (Figs. 10B y
10C). El pardeamiento resultante valida aun mas que la sefializacién de Notch desempefia un papel en la regulacion
de la plasticidad de los adipocitos blancos y beige in vivo.

WAT es el sitio principal de almacenamiento de energia a largo plazo. En respuesta al exceso de ingesta calérica, el
tamario del WAT se expande mediante hiperplasia e hipertrofia de los adipocitos. Nuestro trabajo identificé el potencial
de las microesferas poliméricas como plataforma portadora para administrar localmente DBZ a WAT de manera
sostenida. Un sistema de administracion localizado de este tipo puede eliminar la necesidad de inyecciones repetidas,
asi como los posibles efectos secundarios que se acompafan de la administracion sistémica de DBZ. Una mejor
comprension de la biologia de los adipocitos pardos y beige ha llevado a descubrimientos recientes de una variedad
de factores que promueven el pardeamiento del WAT, como factores de crecimiento de fibroblastos, proteinas
morfogenéticas 6seas (BMP), irisina, hormonas tiroideas T3 y T4, péptidos natriuréticos y agonista de la via B3-.
adrenérgica. Sin embargo, al igual que con DBZ, existen importantes preocupaciones sobre la seguridad y la eficacia
de la administracion sistémica de estos factores de pardeamiento, ya que la exposicion incontrolada del tejido puede
provocar posibles efectos secundarios no deseados y una cinética impredecible. Por ejemplo, la administracion de
FGF21 se asocia con efectos secundarios sistémicos sobre la pérdida 6sea. Por lo tanto, el desarrollo de terapias
eficaces basadas en el color marrén para abordar la epidemia de obesidad cada vez peor requiere la integracion de
avances en tecnologias de liberacion controlada con descubrimientos en la biologia de las células grasas
beige/marroén.

Se prepararon microesferas de PLGA cargadas con DBZ con un intervalo de tamafio de 50-150 ym como un sistema
de administracion de DBZ utilizando una técnica de evaporacion de emulsion/disolvente. Las microesferas de PLGA
cargadas con DBZ apoyaron la liberaciéon de DBZ de manera sostenida. La eficacia de las microesferas de PLGA
cargadas con DBZ para inducir el pardeamiento se demostré6 en ambos estudios in vitro e in vivo. Este estudio
demuestra por primera vez la viabilidad de desarrollar un sistema portador disefiado biolégicamente para la
administracion controlada de DBZ para lograr un pardeamiento inductivo utilizando microesferas poliméricas
biodegradables. Para facilitar la traduccion de nuestra plataforma tecnolégica para que tenga un impacto positivo en
el tratamiento terapéutico, los esfuerzos futuros se centraran en la evaluacion de este sistema de administracion
controlada con células y tejidos humanos.

Ejemplo 3: Sistema PPHOSpro-farmaco para permitir la liberacién gradual de inhibidores de la y-secretasa:

Los PPHOS son polimeros de alto peso molecular con una estructura principal de atomos de fésforo y nitrégeno
alternos. Cada atomo de fosforo porta dos sustituyentes organicos, con una amplia variedad de grupos laterales
disponibles para la optimizacion de las propiedades. El tipo de grupo lateral unido a la estructura principal de PPHOS
tiene un efecto profundo en las propiedades fisicoquimicas y biologicas del polimero. Por ejemplo, la sustitucion de
atomos de cloro del poli(diclorofosfaceno) con grupos hidroliticamente labiles tales como ésteres de aminoacidos,
imidazolilo, glucosilo, glicerilo y glicolato o éster de lactato sensibiliza al polimero para que se descomponga en
periodos de horas, dias, meses o0 afos a la temperatura fisiolégica dependiendo de la estructura molecular especifica
del polimero. Por otro lado, los grupos laterales hidréfobos tales como ariloxi, fluoroalcoxi y unidades alcoxi superiores
protegen la estructura principal del polimero contra la hidrdlisis. Se ha investigado el PPHOS para administrar una
variedad de farmacos basados en difusion, erosién o una mezcla de erosion y difusion. Ademas, las moléculas de
farmacos se pueden unir directamente como grupos laterales a la cadena polimérica mediante enlaces hidroliticamente
sensibles como depdésitos para la administracion de farmacos. Por ejemplo, los conjugados de farmacos de PPHOS-
platino (Il) biodegradable mostraron una alta actividad antitumoral a través de la liberacion controlada de la fraccion
de platino (I) de la estructura principal de PPHOS en el proceso de degradacion. Por lo tanto, los PPHOS constituyen
materiales candidatos atractivos para el disefio de sistemas de profarmacos basados en polimeros con control eficiente
sobre la tasa de degradacion y los perfiles de liberacion de farmacos.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 956 666 T3

Las ventajas de los sistemas de profarmacos PPHOS incluyen:

La estructura polimérica bien definida, que se puede reproducir con coherencia a medida que los polimeros se
sintetizan mediante una ruta de sustitucion macromolecular.

La flexibilidad de sintesis del PPHOS, que permite el desarrollo de nuevos polimeros con fracciones quimicas o
biolégicas aprovechando la quimica de los grupos laterales. La sustitucion conjunta de inhibidores de y-secretasa con
diferentes grupos laterales en la estructura principal del polimero permite ajustar la degradacion del polimero y la
liberacion del farmaco simplemente variando la proporcién de los sustituyentes.

Este sistema polimérico es biocompatible ya que la estructura principal del polimero se degrada en fosfatos de amonio,
que el cuerpo puede metabolizar o excretar faciimente.

Un conjugado reproducible basado en PPHOS, que evita las dificultades que podrian surgir al intentar atrapar un
farmaco dentro de un polimero; en cambio, el farmaco es el polimero. La conjugacion directa de DBZ en la estructura
principal del polimero ayuda a garantizar una alta eficiencia de carga del farmaco. La cinética de liberacion del farmaco
se puede adaptar cambiando la naturaleza y la sensibilidad hidrolitica del enlace polimero-farmaco.

Un sistema conjugado de polimero y farmaco de este tipo también se puede utilizar para desarrollar matrices
tridimensionales para estudiar las interacciones entre las células y el microambiente extracelular o generar grasa parda
disefiada para su implantacion.

Sintesis y caracterizacion de polimeros:

El sistema de profarmaco basado en PPHOS se puede sintetizar mediante un protocolo de sustitucién macromolecular
de dos etapas. La polimerizacion por apertura térmica de anillo de (NPCly)s, seguido de reacciones de sustitucion
nucleofilica del poli(diclorofosfaceno) resultante, da como resultado la produccion del profarmaco inhibidor de PPHOS-
y-secretasa (Fig. 12). Alternativamente, el poli(diclorofosfaceno) se puede sintetizar mediante la polimerizacion
cationica viva de triclorofosforanimina. Los detalles de la sintesis de este enfoque se han informado en nuestras
publicaciones anteriores. Se espera que la union directa de la sal sédica de un inhibidor de la y-secretasa (LY411575)
a la estructura principal del polimero dé como resultado una eficiencia de carga relativamente alta. El porcentaje de
carga y la degradacién del polimero se pueden ajustar ain mas mediante la sustitucion conjunta de la estructura
principal del polimero con diferentes grupos laterales. Los espectros de RMN de 3'P (145 MHz) y de RMN de 'H (360
MHz) de los polimeros se obtendran utilizando un espectrometro de RMN Bruker de 360 MHz, para confirmar la
estructura y las relaciones de grupos laterales. Los pesos moleculares de los polimeros se estimaran a partir de los
resultados de la cromatografia de permeacion en gel (GPC) utilizando un Hewlett Packard LC serie 1100.

Degradacion del polimero y liberacion del farmaco:

La degradacion del polimero es muy deseable para desarrollar vehiculos de administracion de farmacos de liberacion
controlada/sostenido. El proceso involucrado en la degradacién del polimero generalmente incluye varias fases: 1)
hidratacion con o sin hinchamiento, 2) generacion de oligédmeros y mondmeros por intrusion de agua, 3) degradacion
progresiva y 4) liberacion de oligdmeros y mondémeros que conducen a una pérdida de masa. En el presente
documento se desarrollan polimeros con un tiempo de degradacién completo en el intervalo de 12 semanas segun los
protocolos de intervencion actuales para lograr el pardeamiento del WAT en humanos. En resumen, el profarmaco
PPHOS en forma de discos circulares (10 mm de diametro y 0.5 mm de espesor) se incuba en PBS (10 mL) a pH 7.4
a 37 °C en un bafo de agua con agitacion a 250 rpm durante 12 semanas. En momentos especificos, las matrices se
retiran del medio, se secan hasta peso constante y se determinaran los cambios de peso. El peso molecular de las
matrices degradadas también se determina mediante GPC. Las muestras se visualizan mediante SEM. El analisis de
los productos de degradacién de estos polimeros, incluidos los inhibidores de la y-secretasa, se realiza utilizando una
combinacion de técnicas de RMN, HPLC y espectroscopia infrarroja.

Dicho sistema de profarmaco polimérico de este tipo se puede utilizar en diferentes formulaciones (por ejemplo,
microesferas, nanoparticulas, fibras, obleas) para administrar inhibidor de y-secretasa a los tejidos adiposos para
suprimir la sefializacion de Notch e inducir el pardeamiento del WAT para el tratamiento de la obesidad.

Ejemplo 4: Sistema de administracién basado en nanoparticulas que comprende polimerosomas:

Los sistemas de administracién de farmacos en nanoparticulas que comprenden polimerosomas proporcionan un
medio eficaz para mejorar la eficacia de los farmacos al proporcionar una alta carga util del farmaco dentro de las
células diana. Los copolimeros de blogues sintéticos se han utilizado habitualmente para la preparacion de
polimerosomas. Se pueden producir polimerosomas con una amplia gama de propiedades (por ejemplo, diferentes
espesores de membrana, capacidad de respuesta a estimulos y permeabilidades) utilizando copolimeros en bloque
con diferentes pesos moleculares, funcionalidades, estado de carga, composiciones quimicas, relacion
hidrdéfila/hidréfoba, numero de bloques y arquitecturas moleculares.

Formulacion y caracterizacion de polimerosomas cargados con FITC-BSA
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El polimero tribloque de poliestireno-b-poli(yoduro de 4-vinil-N-metilpiridina),, PS-b-(P4MVP); se sintetizé de acuerdo
con nuestro informe anterior. Las nanoparticulas del polimerosoma PSs3-b-(P4MVPa2g), cargado con FITC-BSA se
prepararon mediante dialisis simple. Especificamente, 10 mg del copolimero tribloque PSs3-b-(P4MVPy9). y cantidades
variables de FITC-BSA se disolvieron en DMSO vy se dializaron frente a agua desionizada utilizando tubos de dialisis
Spectrum con corte de peso molecular de 10-12 kDa para preparar polimerosomas a concentraciones definidas (~5
mg/mL). Las proteinas libres se eliminaron mediante dialisis (corte de peso molecular 100 kDa) durante 24 horas. La
concentracion de FITC-BSA en la fase acuosa se determind fluorométricamente (Excitaciéon: 485 nm, Emision: 520
nm, lector de microplacas Synergy H1) utilizando una curva de calibracién estandar. El porcentaje de carga real de
FITC-BSA se caracterizé por ser ~8.6 % (p/p), equivalente a ~86 % de eficiencia de encapsulacién de FITC-BSA.

Captacion celular de nanoparticulas de polimerosoma:

Los preadipocitos primarios se cultivaron en medio de crecimiento que contenia DMEM, 20% de FBS y 1% de
penicilina/estreptomicina a 37 °C con 5 % de CO.. Las células se preincubaron con una serie de concentraciones de
polimerosoma PSs3-b-(P4MVPyg), cargado con FITC-BSA durante 20 min y luego se incubaron con medio de
adipocitos. Después de 24 horas, las células se lavaron tres veces con PBS y se fijaron en formaldehido al 4%. Los
nucleos se tifleron con DAPI. La microscopia confocal se realizé en un Nikon A1R (Fig. 13).

Formulacion y caracterizaciéon de polimerosomas cargados con DBZ:

El polimero tribloque de polibutadieno-b-poli(yoduro de 4-vinil-N-metilpiridina). hidrogenado, HPBD-b-(P4MVP), se
sintetiz6 mediante polimerizacién RAFT. Las nanoparticulas del polimerosoma HPBD41-b-(P4MVP2s)2 cargado con
DBZ se prepararon mediante didlisis simple. Especificamente, 10 mg del copolimero tribloque de HPBD41-b-
(P4MVP2s)2 y cantidades variables de DBZ se disolvieron en DMSO y se dializaron frente a agua desionizada utilizando
tubos de dialisis Spectrum de corte de peso molecular de 10-12 kDa durante 48 horas para preparar polimerosomas
a concentraciones definidas. Los polimerosomas HPBD41-b-(P4MVP2s5). cargados con DBZ se liofilizaron para obtener
nanoparticulas de HPBD41-b-(P4MVP2s)2 cargadas con DBZ.

Para probar la eficiencia de carga, 5 mg de nanoparticulas de HPBD41-b-(P4MP2s)2 cargadas con DBZ se disolvieron
completamente en 0.4 mL de DMSO. La solucion se afiadidé gota a gota en 6 mL de acetato de etilo en un tubo de
centrifuga para disolver DBZ y precipitar HPBD41-b-(P4MVP2s)2. Se recogio el DBZ del sobrenadante y se concentrd
bajo una corriente de nitrégeno. Luego, se secé DBZ en una estufa de vacio durante la noche y se disolvié en 2.4 mL
de acetonitrilo con respecto a agua Millipore 2:1. El producto se filtré6 para analisis por cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC) (HPLC Thermo). Las muestras se analizaron utilizando una fase moévil de acetonitrilo a acido
fosférico al 0.1 % (50:50) a un caudal de 1 mL/min en una columna de pentafluorofenilpropilo y deteccion UV a 232
nm. La eficiencia de encapsulacion de DBZ se caracterizé por ser de ~30%.

Se realizaron estudios de TEM para caracterizar el tamafio de las nanoparticulas de polimerosoma (Fig. 14). En
resumen, se colocaron polimerosomas HPBD41-b-(P4MVP2s)2 cargados de DBZ (~2 pl) en una rejilla tipo A ultrafina
de malla 400 (Ted Pella) y se tomaron imagenes con un TEM Tecnai T20. Se utilizé un voltaje de aceleracion de 200
kV y las muestras se tifieron con acetato de uranilo (UAc) al 2 % para mejorar el contraste.

También se puede desarrollar una estrategia de direccionamiento activo para mejorar la eficiencia de la administracion
mediante la decoracion de las nanoparticulas con ligandos especificos que se dirigen a receptores especificos en los
adipocitos.

Ejemplo 5: Las nanoparticulas de PLGA que liberan inhibidores de Notch inducen el pardeamiento del tejido adiposo
blanco local para contrarrestar la obesidad

En este ejemplo, se divulga el desarrollo de un sistema de nanoparticulas (NP) de poli(acido lactico-co-glicolico)
(PLGA) que puede permitir la liberacién sostenida selectiva de un inhibidor de Notch (dibenzazepina, DBZ) a los
depdsitos de WAT. Estos NP con DBZ inhiben la sefializacién de Notch e inducen el pardeamiento después de una
rapida internalizacion celular. Es importante destacar que la inyeccion local de las NP con DBZ en los depdésitos de
WAT inguinales en un modelo de ratéon obeso inducido por dieta demuestra retencion localizada de NP, estimula el
pardeamiento, en consecuencia mejora la homeostasis de la glucosa y atenta el aumento de peso corporal en
comparacion con el grupo de control. Estos hallazgos ofrecen nuevas vias para desarrollar una posible estrategia
terapéutica para el tratamiento clinico de la obesidad y su sindrome metabdlico asociado.

Materiales y métodos:
Materiales:

El poli(D,L-lactida-co-glicélido) 50:50 (PLGA, Resomer 504) se obtuvo de Boehringer Ingelheim (Ingelheim, Alemania).
La dibenzazepina (DBZ) se adquirié de Tocris Bioscience (Bristol, Reino Unido). EI PLGA con un grupo amino terminal
(PLGA-NH;) se adquirio de PolySciTech (West Lafayette, IN). La acetona (ACS certificada) y el cloroformo se
adquirieron de Fisher Scientific. Todos los demas reactivos y disolventes se adquirieron de Sigma-Aldrich.

Animales:
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Todos los procedimientos relacionados con el mantenimiento de animales y el uso experimental se realizaron de
acuerdo con el reglamento presentado por el Comité de Uso y Cuidado de Animales de la Universidad de Purdue. Se
adquirieron ratones machos con obesidad inducida por muerte (DIO) de 10 semanas de edad con antecedentes
C57BL/6 de Taconic y se alojaron en condiciones normales en la Universidad de Purdue. Se utilizé una dieta alta en
grasas (Research Diets #D12492, 60% de grasa) para inducir y mantener la obesidad en los ratones. Los ratones con
un peso corporal promedio de 36 g a las 14 semanas comenzaron a recibir tratamiento con nanoparticulas. Después
de 5 semanas, los ratones fueron sacrificados mediante una dosis letal de didxido de carbono, seguido de una
extraccion inmediata de sangre de los corazones para la evaluacion de los parametros serologicos y luego una
diseccion rapida de WAT, BAT inguinales e higados para el analisis molecular y celular.

Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas. Las nanoparticulas de PLGA se prepararon mediante un método de
nanoprecipitacion. En resumen, el PLGA se disolvi6 en acetona con o sin los compuestos farmacoldgicos
correspondientes, incluidos DBZ o Nile Red (Fluka Analytical). La solucion de la mezcla de polimero/farmaco se
centrifugé (12.000 rpm, 4 °C, 45 min) y se disperso en agua agitando durante 15 min. El tamafio y el potencial zeta se
determinaron mediante dispersion dinamica de luz (DLS) utilizando Malvern Zetasizer. Las nanoparticulas se tifieron
con una solucién de acido fosfotungstico al 1% y se observaron su tamafio y morfologia utilizando un microscopio
electrénico de transmision (Philips CM100) que opera a 200 kV. El contenido de DBZ en las nanoparticulas se
determiné mediante HPLC (Thermo Fisher).

Liberacion de DBZ de las nanoparticulas. La liberacion de DBZ de las nanoparticulas se examiné mediante didlisis,
seguido de la caracterizacion por HPLC. En detalle, se transfirié 1 mL de solucion NP con DBZ (1 mg/mL) a una bolsa
de dialisis (10 KDa) y se sumergié en 40 mL de PBS (pH 7.4) o tampén acetato (pH 5,0) a 37 °C en un agitador orbital
a 100°C. rpm. En momentos especificos, se retiraron 12 mL de solucion tampoén y se reemplazaron por soluciéon nueva.
La muestra se extrajo con cloroformo y luego se reconstituyé con 1 mL de una solucion de acetonitrilo al 67 % en agua
para analisis por HPLC.

Sintesis de NP PLGA-Cy5.5. La conjugacion de un Cy5.5-éster NHS y PLGA-NH, (PM 30,000) se realizé mezclando
1.2 mg de Cy5.5-éster NHS y 33 mg de PLGA-NHz2 en 3 mL de DMSO en un matraz Schlenk al vacio y agitando
durante la noche a temperatura ambiente en oscuridad. Después de la reaccion, el producto final se purificd usando
la técnica disolvente/no disolvente. La mezcla de reaccion se vertié en 40 mL de metanol enfriado en un bafio de hielo
y se centrifugd a 8,000 rpm a 4 °C durante 30 min. El sedimento se disolvié nuevamente en DMSO y se repitid el
procedimiento de lavado durante dos ciclos mas. El sedimento final se seco usando una estufa de vacio durante 24
horas a temperatura ambiente. Las NP de PLGA-Cy5.5 se prepararon siguiendo el protocolo estandar descrito
anteriormente.

Aislamiento y cultivo de la fraccidon vascular estromal (SVF) de WAT inguinal. EI WAT inguinal se disecciond
especificamente y se pico en trozos pequeios, seguido de la digestion de 1.5 mg/mL de colagenasa en medio de
Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) con agitacion suave a 37 °C durante 1.5 a 2 h. La digestion se termind con
suero bovino fetal (FBS) al 10% (vol/vol) en DMEM. Luego, la solucién de la mezcla se filtr6é con un filtro celular de
100 pm (BD Falcon) y se sometié a una breve centrifugacion a 450 g durante 5 minutos. Después de eliminar la capa
lipidica flotante y el sobrenadante, el sedimento se resuspendié y se mantuvo con DMEM suplementado con FBS al
20 % (vol/vol) y penicilina/estreptomicina al 1 % a 37 °C con 5 % de COx.

Captacion celular de nanoparticulas. Se sembraron células SVF en un portaobjetos con camara de 8 pocillos (Lab-
Tek) a una densidad de 10,000 células por pocillo y se cultivaron durante 24 h. Luego, las células se expusieron a
DMEM que contenia 0.1 mg/mL de nanoparticulas de PLGA cargadas con Nile Red durante 10 y 60 minutos. Después
de lavar dos veces con PBS, las células se incubaron posteriormente con LysoTracker Green 50 nM (Life Technologies)
durante 30 min'y 1 mg/mL de Hoechst 33342 (Life Technologies) durante 10 min a 37 °C. Las imagenes fueron tomadas
con un microscopio de fluorescencia Leica DMI 6000B.

Diferenciacién adipogénica de células SVF con nanoparticulas. Las células SVF se cultivaron en placas de cultivo de
tejidos hasta la confluencia. Antes de la induccién adipogénica, las células se lavaron con PBS 3 veces y se incubaron
con DMEM que contenia nanoparticulas con una concentracion final de 0.1 mg/mL durante 1 h. Después de retirar la
suspension de nanoparticulas, las células se enjuagaron cuidadosamente con PBS y se sometieron al medio de
induccion adipogénica que contenia DMEM, FBS al 10 % (vol/vol), insulina 2.85 pM, dexametasona 0.3 yM y 3-
isobutilmetilxantina 0.63 mM durante 4 dias. El dia 5, las células se trataron nuevamente con nanoparticulas con el
mismo procedimiento descrito anteriormente, seguido del medio de diferenciaciéon adipogénico que contenia DMEM,
insulina 200 nM y triyodotironina 10 nM durante 4 dias mas hasta que los adipocitos maduraron.

Medicién de la tasa de consumo de oxigeno (OCR). Se cultivaron y sembraron células SVF de WAT inguinal de tres
ratones diferentes en la microplaca XF24 seahorse (Seahorse Biosciences) a una densidad de 20,000 células por
pocillo. Las células fueron inducidas y diferenciadas a adipocitos maduros con el tratamiento de las NP con PLGA y
NP con DBZ siguiendo los protocolos descritos anteriormente. Después de 8 dias de diferenciacion, los adipocitos
maduros se lavaron dos veces con PBS y se preincubaron en medio base XF suplementado con glucosa 20 mM,
glutamina 2 mM y piruvato 1 mM durante 1-2 h a 37 °C en un ambiente libre de CO,. La OCR se midid en el analizador
de flujo extracelular XF (Seahorse Biosciences) después de la inyeccién secuencial de oligomicina (1 mM), FCCP (1
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mM) y rotenona/antimicina A (0.5 uM). Los valores de OCR presentados se normalizaron con respecto a la masa
proteica.

Estudios de imagenes in vivo. Después de la anestesia con un coctel de ketamina-xilazina, a los ratones se les
inyectaron nanoparticulas de PLGA conjugadas con Cy5.5 de 1 mg/mL suspendidas en PBS en el WAT inguinal. Las
imagenes se tomaron con el sistema de imagenes VIS Lumina Il (Caliper, EE. UU.) a las 24, 48 y 72 h después de la
inyeccion. Después de la exploracion de 72 h, se sacrifico a los ratones y se recogieron multiples tejidos relacionados,
seguido de la toma de imagenes ex-vivo. Las imagenes fluorescentes fueron analizadas por el software Living Image.

Mediciones de glucosa en sangre. Para GTT, a los ratones se les inyectd por via intraperitoneal 100 mg/mL de D-
glucosa (2 g kg-1 de peso corporal) después de un ayuno de 16 h. Se extrajo sangre de las colas y se midieron los
niveles de glucosa con un glucémetro (Accu-Check Active, Roche). Para ITT, a los ratones se les inyectd por via
intraperitoneal insulina humana (Santa Cruz) (0.75 U por kg de peso corporal) después de 4 h de ayuno. Se midieron
las concentraciones de glucosa en la sangre extraida de las colas. Tanto para GTT como para ITT, los ratones se
separaron en uno por jaula con érdenes aleatorias.

Medicion de parametros serolégicos. Los niveles en suero de acidos grasos libres, glucosa, colesterol y triglicéridos
de ratones DIO en ayunas después del tratamiento con nanoparticulas durante 5 semanas se examinaron mediante
kits estandar de Randox Laboratories. El nivel de insulina en suero se midié6 mediante ELISA de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (ALPCO).

Tincion con H&E e inmunohistoquimica. Se fijaron porciones de WAT inguinal en formalina al 10 % durante 24 h a
temperatura ambiente, se incluyeron en parafina y se cortaron en portaobjetos de 4 uym. Los portaobjetos se
desparafinaron y se incubaron con xileno, etanol y agua secuencialmente para la rehidratacion de acuerdo con
protocolos estandar. Para la tincion con H&E, los portaobjetos se tifieron con hematoxilina durante 15 minutos, seguido
de tincién con eosina durante 1 minuto. Para la tincidon por inmunohistoquimica, los portaobjetos se incubaron en citrato
de sodio 0.01 M (pH 6.0) y se calentaron a 96 °C durante 20 minutos para recuperar los antigenos. La
inmunohistoquimica de Ucp1 se realizé en un Dako Autostainer (Dako, Carpinteria, CA). Los portaobjetos se tifieron
con el anticuerpo primario Ucp1 (ab10983, Abcam) a una dilucion 1:200 durante 1 h. Para la deteccion de sefiales, se
utilizé el kit de deteccion de polimeros anti-IgG de conejo (MP-7401, Vector). Luego se utilizé 3,3'-diaminobencidina
(DAB) como cromdgeno para visualizar el marcaje. Las imagenes se recolectaron a través de un escaner de
diapositivas Aperio Scan Scope (Aperio, Vista, CA).

Tincién con Oil Red O. Después de la crioseccion, las muestras de higado se tifieron con la solucién de trabajo Oil red
O que contenia una soluciéon madre de Oil red O al 60 % (vol/vol) (5 g 1-1 en isopropanol) durante 30 min. Después
de la tincidn, los portaobjetos se lavaron con isopropanol al 60 % y se tomaron imagenes.

Extraccion de ARN total, sintesis de ADNc y PCR cuantitativa. El ARN total se extrajo de células o tejidos mediante
Trizol (Life Technologies) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Después de la medicion de la concentracion de
ARN mediante Nanodrop (Thermo Fisher), se transcribieron de forma inversa 5 ug de ARN a ADNc con cebadores
hexédmeros aleatorios mediante la transcriptasa inversa M-MLV (Invitrogen). La PCR cuantitativa se realizd en el
sistema de PCR Roche Light Cycler 96 (Roche). Las secuencias de los cebadores se enumeraron en la tabla
complementaria S. Para el analisis de resultados, se uso el método 222% para calcular los cambios relevantes de la
expresion génica después de la normalizacion al ARNr 188S.

Extraccién de proteinas y transferencia Western. La proteina se extrajo de muestras de células o tejidos con tampon
RIPA que contenia Tris-HCI 50 mM (pH 8.0), NaCl 150 mM, Nonidet P-40 al 1 %, desoxicolato de sodio al 0.5 % y
dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0.1 %. La concentracion de proteina se determind mediante el reactivo de ensayo de
proteinas Pierce BCA (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, EE. UU.). Las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE
y luego se transfirieron a membranas de PVDF (Millipore Corp., Billerica, MA), seguido del bloqueo con leche al 5%
durante 1 h. Luego las membranas se incubaron con anticuerpos primarios a 4 °C durante la noche. Los anticuerpos
Hes1 (SC-166378), Pgc1-a (SC-13067) y B-actina (SC-47778) (Santa Cruz Biotechnology) se diluyeron todos 1:1,000.
Los anticuerpos secundarios conjugados con HRP (anti-lgG de conejo, 7074S o anti-lgG de raton, 7076S, Cell
Signaling) se diluyeron 1:5,000. Después de la incubacién con anticuerpos secundarios durante 2 h, se utilizé el
sustrato de transferencia Western de quimioluminiscencia mejorada (Pierce Biotechnology) para detectar sefiales con
un sistema de imagenes tactiles ChemiDoc“® (Bio-Rad).

Andlisis estadistico. Los datos cuantitativos se representaron como media + eem. Los valores de p se calcularon
mediante una prueba t de Student de dos colas. P < 0,05 se consideré estadisticamente significativo.

Resultados:

Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas. Los NP con DBZ se formularon en una relacion de masa DBZ/PLGA de
1:19 utilizando un método de nanoprecipitacion con condiciones optimizadas (Tabla 1), lo que resulté en una alta
eficiencia de encapsulacion del 94 %. La microscopia electrénica de transmisién (TEM) mostro las estructuras
esféricas de las NP con DBZ sintetizados (Fig. 16a). Como se muestra en la Fig. 16b, se determiné que el tamafio de
las nanoparticulas era ~ 150 nm mediante la dispersién dinamica de la luz (DLS). Se utilizaron NP con PLGA desnudos
de tamafio similar como controles. El potencial zeta de superficie para las NP con DBZ en agua fue de -20.2 £ 3.0 mV.
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Para examinar la estabilidad de las nanoparticulas resultantes, se incubaron en soluciones salinas tamponadas a
diferentes valores de pH y luego se controlaron mediante DLS el tamafio de particula y el indice de polidispersidad
(PDI) (Fig. 21). No se encontraron diferencias significativas en el tamafio de particula 'y el PDI en diferentes condiciones
de pH durante 7 dias. Para evaluar las caracteristicas de liberacion de DBZ, investigamos perfiles de liberacion in vitro
de DBZ de las NP con DBZ en condiciones neutras (1 x tampon de PBS, pH 7.4) y acidas (1 x tampon de PBS, pH
5.0) a 37 ° C. Las NP con DBZ presentaron liberacion continua de DBZ con una vida media de 1 diaa pH 5.0 y 3 dias
a pH 7.4, respectivamente (Fig. 16c). Ademas, la cinética de liberacion de DBZ de estas NP con DBZ se analizé
mediante modelos matematicos (Tabla 2). Los datos de liberacion se ajustaron bien al modelo de Korsmeyer-Peppas
en ambos valores de pH (Fig. 22), lo que indica que DBZ se libera por difusion.

Captacion celular de nanoparticulas. La captacion celular de NP por parte de los preadipocitos primarios se examind
mediante microscopia de barrido laser confocal (Fig. 17a). Las NP se visualizaron encapsulando un tinte fluorescente
Nile Red mientras que los endo/lisosomas tardios se tifieron con LysoTracker Green (LTG). Las fracciones vasculares
estromales (SVF) se aislaron de WAT inguinal y se cultivaron, seguido de la incubacion con nanoparticulas. En 10
minutos, los endo/lisosomas tardios se colocalizaron con las NP en preadipocitos, como se evidencia por la aparicion
de fluorescencia de color naranja a amarillo, lo que indica una endocitosis relativamente rapida de las NP. Cuando el
tiempo de incubacion se prolongé a 60 minutos, las NP se distribuyeron por todo el citoplasma y alrededor del nucleo,
lo que sugiere el escape endolisosomal de las NP. A continuacion, el proceso de endocitosis de las NP se visualizé
aun mas mediante imagenes de TEM (Fig. 17b). Después de 10 minutos de incubacion, las NP se identificaron
claramente tanto en las vesiculas endociticas como en los endosomas, de acuerdo con los resultados discutidos
anteriormente. Para validar aun mas la absorcion celular de NP a nivel tisular, recuperamos WAT inguinal de ratones
y posteriormente las incubamos con NP cargadas de Nile Red. Después de 24 h de incubacion, se observd
fluorescencia roja en una gran cantidad de adipocitos maduros (Fig. 23a). La absorcion celular de nanoparticulas se
confirmé aun mas mediante imagenes de TEM de WAT inguinal (Fig. 23b), lo que demuestra la localizacion de
nanoparticulas dentro de los adipocitos. Nuestros datos sugirieron que los adipocitos internalizaron rapidamente las
NP a través de la via endocitotica.

Las NP con DBZ inhiben Notch y promueven los efectos de pardeamiento in vitro. Para probar la bioactividad de
nuestras NP con DBZ para suprimir la sefializacion de Notch y estimular el pardeamiento, indujimos la diferenciacion
adipogénica de células SVF junto con el tratamiento de las NP con DBZ o las NP de PLGA de control. Después de 8
dias de diferenciacion, examinamos los niveles de ARNm de las dianas Notch y los marcadores de pardeamiento
mediante un ensayo de PCR cuantitativo. Los genes diana clasicos de Notch, Hey1, HeyL, y Hes1, disminuyeron
significativamente con el tratamiento de las NP con DBZ (Fig. 18a). Mientras tanto, los niveles de ARNm de los
marcadores de pardeamiento, incluidos Ucpl, Cidea, Ppargcla y dio2, se elevaron dramaticamente (Fig. 18b). Siempre
que los efectos de pardeamiento estén intrinsecamente asociados con la biogénesis de las mitocondrias y la capacidad
oxidativa, el nivel de ARNm de las subunidades oxidativas 5b del citocromo C (Cox5b) aumenté significativamente con
el tratamiento de las NP con DBZ (en un 69%, Fig. 18c). Consistentemente, el nivel de proteina de Hes1 disminuyo
mientras que el de PGC1a aumentd notablemente, lo que se cuantific6 mediante el analisis de densitometria (Fig.
18d), lo que sugiere la inhibicion de Notch y el efecto de pardeamiento por parte de las NP con DBZ. Ademas, para
determinar si estas alteraciones moleculares observadas pueden reflejarse en la respiracién celular, se investigd la
tasa de consumo de oxigeno (OCR) de los adipocitos diferenciados en un analizador XF24. Con el tratamiento con
NP con DBZ, la OCR en condiciones tanto basales como de fuga de protones aumenté significativamente (Fig. 18e).
En conjunto, estos resultados sugirieron que el DBZ liberado de las NP retuvo su bioactividad para inhibir Notch y asi
inducir el pardeamiento in vitro.

La retencion local de las NP con DBZ conduce al pardeamiento del WAT inguinal in vivo. Para evaluar la capacidad de
retencion de NP local dentro del WAT, se investigo la biodistribucion in vivo de las NP de PLGA marcadas con Cy5.5
(Cy5.5-NP) después de la inyeccion en los depdsitos de WAT inguinales utilizando una técnica de imagenes opticas
de infrarrojo cercano no invasiva. El colorante de fluorescencia del infrarrojo cercano Cy5.5-éster NHS se conjugé con
PLGA-NH; mediante la formacion de enlaces amida, seguido de la formulacion estandar de nanoparticulas.
Posteriormente, esas nanoparticulas se inyectaron en los depodsitos WAT inguinales, que constituyen el tejido graso
ampliamente investigado debido a su importante capacidad para reclutar adipocitos beige. Después de 24 h de
administracion, las Cy5.5-NP presentaron una sefial de fluorescencia intensiva alrededor del lugar de la inyeccién. A
medida que aumento el tiempo, la intensidad de fluorescencia de Cy5.5-NP disminuyé con las sefiales de fluorescencia
retenidas en el depdsito de WAT hasta 72 h después de la inyeccion, lo que indica un fuerte efecto de retencion de NP
dentro del WAT (Fig. 19a). Después de 72 h de la inyeccién, los ratones se sacrificaron inmediatamente y se
recolectaron tejidos relevantes, incluidos WAT inguinal (iWAT), WAT subcutaneo anterior (asWAT), BAT, musculo,
higado, bazo, rifidn y corazén para obtencién de imagenes ex vivo. Es de destacar que la sefal de fluorescencia de
Cy5.5-NP se detecto exclusivamente en el WAT inguinal mientras que estaba ausente en los tejidos fuera del objetivo
(Fig. 19b), lo que estuvo de acuerdo con los hallazgos sobre la retencion local de NP dentro de iWAT. Ademas, el
analisis de TEM de iWAT confirmé aun mas la localizacién de nanoparticulas dentro de los adipocitos después de la
inyeccion in vivo (Fig. 19c). En conjunto, estos datos respaldaron el potencial de las nanoparticulas para lograr la
administracion intracelular local a los depdsitos de WAT inguinales y al mismo tiempo minimizar los efectos fuera del
objetivo. A continuacion, evaluamos la eficacia de nuestros NP con DBZ para inhibir Notch y, en consecuencia,
promover el pardeamiento in vivo. Empleamos el modelo de ratén con obesidad inducida por dieta (DIO) e inyectamos
NP con DBZ en los depositos de WAT inguinales una vez por semana durante 5 semanas. Después de eso, se extrajo
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el ARN total del WAT inguinal, seguido del analisis cuantitativo por PCR. El nivel de ARNm de UCP1 se increment6
seis veces en el grupo NP con DBZ en comparacion con el grupo de control NP con PLGA (Fig. 19d).
Consistentemente, los niveles de ARNm de los genes de las mitocondrias Cox5b y Cox7a aumentaron drasticamente
por la NP con DBZ en comparacién con las NP con PLGA (Fig. 19e). Estos cambios moleculares fueron corroborados
por la tincion inmunohistoquimica con H&E y UCP1 del WAT inguinal, lo que demuestra gotitas de lipidos
multiloculares, contraccién de los adipocitos y expresion elevada de UCP1 (Fig. 19f), un indicador distintivo del efecto
de pardeamiento resultante del tratamiento con NP con DBZ. Por lo tanto, la administracion local de las NP con DBZ
podria inhibir eficazmente la sefializacion de Notch e inducir el pardeamiento del WAT local in vivo.

Las NP con DBZ mejoran el metabolismo y previenen la obesidad inducida por la dieta. Ademas, intentamos evaluar
si el pardeamiento inductivo de los depdsitos WAT inguinales locales por parte de las NP con DBZ podria regular el
metabolismo y reducir la obesidad en ratones obesos. Utilizamos el modelo de obesidad inducida por dieta alta en
grasas (HFD) e inyectamos NP con DBZ en los depésitos de WAT inguinales una vez por semana para determinar los
efectos de las NP con DBZ sobre el peso corporal, la morfologia del tejido de los adipocitos y el metabolismo de la
glucosa. No hubo diferencias en el aumento de peso corporal entre los ratones tratados con Rosi (en solucion y en
formas de NP no dirigidas) y los ratones obesos no tratados. Notablemente, el tratamiento con NP con DBZ atenud el
aumento de peso corporal observado en el grupo de control tratado con NP con PLGA sin afectar la ingesta de energia
(Fig. 20a, b). Después de 5 semanas de tratamiento, se sacrificé a los ratones y se recuperaron muestras de tejido. El
WAT inguinal con el tratamiento NP con DBZ parecia de tamafio mas pequefio en comparacion con sus homoélogos
con NP con PLGA, lo que se verificd aun mas por el menor peso del WAT inguinal de los ratones tratados con NP con
DBZ (Fig. 20c). Mas sorprendentemente, los efectos de pardeamiento local de las NP con DBZ condujeron a una
tolerancia a la glucosa (Fig. 20d) y a la sensibilidad a la insulina (Fig. 20e) significativamente mejoradas.
Consistentemente, el analisis de la quimica plasmatica demostré una reduccion significativa del 54 % en el nivel de
glucosa en los ratones tratados con NP con DBZ que en aquellos con NP con PLGA (Fig. 20f). Ademas, hubo una
disminucion del 47 % en el nivel de colesterol en sangre en ratones que recibieron NP con DBZ (Fig. 20g). No se
observaron diferencias estadisticas en los niveles de insulina en plasma (Fig. 20h), triglicéridos, acidos grasos libres
y resistencia a la insulina (IR) (Fig. 23) en ratones tratados con NP con DBZ y NP con PLGA. Estos resultados en
conjunto proporcionan evidencia alentadora de que la administracion local de las NP con DBZ a WAT puede ejercer
efectos metabdlicos positivos significativos en la prevencion de la obesidad en un modelo de ratén DIO.

Ademas, el contenido de lipidos se redujo en el higado de los ratones tratados con NP con DBZ que en los ratones
tratados con NP con PLGA (Fig. 24a). Esto se confirmé ademas mediante el analisis de qPCR de genes implicados
en el metabolismo de los acidos grasos hepaticos. El nivel de ARNm de carnitina palmitoiltransferasa | (Cpt1) aumento
significativamente con el tratamiento con NP con DBZ (Fig. 24b), lo que indica una oxidacion elevada de acidos grasos.
Y los niveles de ARNm de la lipasa de triglicéridos adiposos (Atg/) y lipasa sensible a hormonas (hsl/), los cuales
contribuyen a la lipdlisis en el higado, aumentaron profundamente con el tratamiento con NP con DBZ (Fig. 24c).
Mientras tanto, la nueva lipogénesis se redujo significativamente en el higado de ratones que recibieron NP con DBZ,
lo que se manifiesta por la disminucion del nivel de ARNm de acetil-CoA carboxilasa 1 (ACCT) (Fig. 24d), la etapa
limitante de la velocidad en la sintesis de acidos grasos. En conjunto, estos datos sugirieron que el pardeamiento local
por NP con DBZ mejoré el metabolismo de los lipidos hepaticos en condiciones de alimentaciéon con HFD.

Estos beneficios sistémicos obtenidos por la manipulacion local también estan de acuerdo con la publicacion anterior
de que el trasplante de WAT subcutaneo de ratones entrenados con ejercicio o BAT de ratones normales mejoré
significativamente la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la insulina.

En los ultimos afios se ha descubierto una gran cantidad de factores de pardeamiento que mejoran el gasto de energia,
como los agonistas de la via B3-adrenérgica?’- 28, BMP2° 30, FGF3" 3233 jrisina®*, hormonas tiroideas®® 3¢y péptidos
natriuréticos®’. Sin embargo, estos factores se han enfrentado a importantes desafios traslacionales debido a la
exposicién incontrolada del tejido y la cinética impredecible con la administracion sistémica. Por ejemplo, aunque
FGF21 ha sido un farmaco prometedor para la diabetes tipo 2 debido a su poderosa capacidad para modular el
metabolismo de la glucosa y los lipidos, la administracion sistémica de FGF21 se asocia con la fragilidad esquelética®®.
Por lo tanto, existe una necesidad critica de desarrollar una plataforma eficiente de administracion de farmacos para
avanzar en la traduccion clinica. Las nanoparticulas poliméricas disefiadas divulgadas en el presente documento
podrian aplicarse potencialmente para proporcionar un amplio espectro de estos factores de pardeamiento. Ademas,
también puede ser ventajoso incorporar diferentes factores de pardeamiento simultaneamente para lograr efectos
sinérgicos.

En este ejemplo, disefiamos y sintetizamos una plataforma de NP polimérica mediante nanoprecipitacion de PLGA
biodegradable y biocompatible para la administracion intracelular directa de DBZ a los depdsitos de WAT. Estas
nanoparticulas de PLGA cargadas con DBZ (NP con DBZ) se optimizaron en cuanto a tamafio de particula y
propiedades de superficie, y fueron rapidamente internalizadas por los adipocitos durante cultivo de células in vitro.
Ademas, demostramos que el DBZ liberado a partir de estos NP con DBZ dio como resultado la inhibicion de los genes
diana de Notch y la elevacion de los genes marcadores de pardeamiento y de las mitocondrias de los adipocitos. Es
importante destacar que la inyeccién local de estas NP con DBZ disefiadas en los depdsitos de WAT inguinales en un
modelo de ratén obeso inducido por dieta demostré una retencion localizada de NP en el depdsito sin ninguna
acumulacion en otros 6rganos principales, estimulé el pardeamiento de WAy, en consecuencia, mejord la homeostasis
de la glucosa y atenud el aumento de peso corporal en comparacion con el grupo de control. Estos hallazgos no sélo
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proporcionan informacién mecanica sobre la contribucion directa del pardeamiento local de WAT inducido por la
inhibicion de Notch a las mejoras metabdlicas sistémicas, sino que también ofrecen nuevas vias para desarrollar una
estrategia terapéutica potencial basada en el pardeamiento de los depdsitos de WAT para el tratamiento clinico de la
obesidad y su sindrome metabdlico asociado.

Tabla 1
Factores Valores optimizados
Concentracion de PLGA 0.02 g/mL
Volumen de acetona 5mL
concentracion de PVA 0.5%
Velocidad de agitacion 600 rpm
Temperatura 20°C
Volumen de H,O 100 mL
Tabla 2
Modelo pH 5.0 pH7.4
Promedio | e.e.m. | Promedio | e.e.m.
K (%*min-1) 0.013 0.001 0.008 0.002
Orden cero Reajustado 0.277 | 0.099 | 0.668 | 0.076
Q1 =Qq + Kot AIC 170.338 | 2.213 | 141.432 | 12.451
MSC 0.231 0.131 1.043 0.223
K (%*min-1) 0.001 0.000 0.000 0.000
Primer orden Reajustado 0.859 | 0.031 0.848 0.076
En Q= En Qo + Kit AIC 140.113 | 2.917 | 118.756 | 10.070
MSC 1.910 0.259 2.303 0.877
K (%*min-1/2) 1.517 0.087 0.695 0.193
Modelo de Higuchi Reajustado 0.911 0.031 0.947 0.008
AIC 67.788 4.281 108.736 | 10.730
Q= Ku(t)"”2
MSC 2.365 0.322 2.859 0.151
K (%*min-n) 3514 | 0584 | 1.184 0.465
n 0.380 0.017 0.455 0.039
Modelo de Korsmeyer-Peppas | oo i istado 0.988 | 0003 | 0959 | 0.005
Q/Q- = Kkt" AIC 44558 | 4.696 | 105.300 | 10.621
MSC 4.301 0.296 3.050 0.130
Tabla 3
Gen Secuencias SEQ ID NO
Hey1 5'-TGAATC CAG ATG ACC AGC TAC TGT-3' 1
5'-TAC TTT CAGACT CCG ATC GCT TAC-3' 2
Heyl 5'-CAG ATG CAA GCC CGG AAG AA-3' 3
5'-ACC AGA GGC ATG GAG CAT CT-3' 4
HesA 5'-GCA CAG AAA GTC ATC AAAGCC-3' 5
5-TTG ATC TGG GTAATG CAG TTG-3' 6
UCP1 5'-AGG CTT CCAGTACCA TTAGGT-3' 7
5'-CTG AGT GAG GCAAAG CTGATT T-3' 8
Ppargcia 5'-AGC CGT GAC CAC TGACAACGAG-3' 9

23



ES 2 956 666 T3

Gen Secuencias SEQ ID NO
5'-GCT GCATGG TTC TGA GTG CTAAG-3' 10
. 5'-TGA CAT TCA TGG GAT TGC AGA C-3' 11
Cidea 5'-GGC CAG TTG TGA TGACTAAGA C-3' 12
Dio2 5'-AAT TAT GCC TCG GAG AAG ACC G-3' 13
5'-GGC AGT TGC CTA GTG AAA GGT-3 14
5'-TTC AAG GTT ACT TCG CGG AGT-3' 15
Coxsb 5'-CGG GAC ETIQUETAATT AGG GTC TTC C-3' 16
Cox7a 5-GCT CTG GTC CGG TCT TTT AGC-3' 17

5-GTA CTG GGA GGT CAT TGT CGG-3'

18
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REIVINDICACIONES

1. Un agente terapéutico para usar en el tratamiento de una enfermedad que se beneficia de inducir selectivamente el
pardeamiento de los adipocitos en un sujeto que comprende:

al menos un compuesto o composicién que induce la formacion de adipocitos pardos y/o beige, en el que al menos un
compuesto o composicién es un inhibidor de la via de sefalizacion de Notch, en el que dicho inhibidor es capaz de
sobrerregular la expresién de la proteina de desacoplamiento 1 (Ucp1) o Ppargcla;

un polimero que forma microparticulas o nanoparticulas y que encapsula al menos un compuesto 0 composicion; y
en el que el agente terapéutico se inyecta en depdsitos de tejido adiposo blanco (WAT).

2. El agente terapéutico para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho inhibidor de la via de
sefializacion de Notch se selecciona entre inhibidores de y-secretasa que incluyen dibenzazepina (DBZ) y (t-butil éster
de N-[N-(3,5-difluorofenacetil)-1-alanil]-S-fenilglicina) (DAPT).

3. El agente terapéutico para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el polimero

- se selecciona del grupo que consiste en polimeros sintéticos y polimeros naturales, y/o

- se selecciona del grupo que consiste en polimeros biodegradables y polimeros no degradables; y/o

- comprende una clase de vesiculas artificiales hechas de copolimeros de bloques anfifilicos sintéticos, en los que
dichas vesiculas artificiales comprenden esferas huecas que contienen una soluciéon acuosa en el nucleo rodeada por
una membrana bicapa, y/o

- el polimero es poli(acido lactico-co-glicdlico) (PLGA).

4. Un agente terapéutico para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende:

al menos un compuesto o composicion que induce la formacion de adipocitos pardos y/o beige, en el que al menos un
compuesto o composicién es un inhibidor de la via de sefalizacion de Notch, en el que dicho inhibidor es capaz de
sobrerregular la expresién de la proteina de desacoplamiento 1 (Ucp7) o Ppargcia;y

un polimero que forma microparticulas o nanoparticulas y encapsula al menos un compuesto o composicion para su
uso en el tratamiento de la obesidad en un sujeto, en el que el agente terapéutico se inyecta en depdsitos de tejido
adiposo blanco (WAT).

5. Un agente terapéutico para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende

al menos un compuesto o composicion que induce la formacion de adipocitos pardos y/o beige, en el que al menos un
compuesto o composicién es un inhibidor de la via de sefalizacion de Notch, en el que dicho inhibidor es capaz de
sobrerregular la expresion de la proteina de desacoplamiento 1 (Ucp7) o Ppargcia;y

un polimero que forma microparticulas o nanoparticulas y que encapsula al menos un compuesto 0 composicion para
su uso en el tratamiento de la diabetes en un sujeto, en el que el agente terapéutico se inyecta en depositos de tejido
adiposo blanco (WAT).

6. El agente terapéutico para su uso de acuerdo con la reivindicacién 4 o 5, en el que la encapsulacion del farmaco
dentro del sistema de matriz polimérica se desarrolla mediante interacciones fisicas seleccionadas entre cualquiera
de una o una combinacién de interaccion hidréfoba, interaccion hidrofila, enlaces de hidrégeno e interacciones
intermoleculares e interacciones electrostaticas intermoleculares, y/o en el que la encapsulacion del farmaco dentro
del sistema de matriz polimérica se desarrolla a través de un enlace de conjugacion entre el farmaco y el polimero a
través de al menos un grupo funcional.

7. El agente terapéutico para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el enlace de conjugacién polimero-
farmaco esta formado por cualquiera de o una combinaciéon de reaccion de amina, reacciones de tiol (por ejemplo,
reacciones clic de tiol), reaccién de carboxilato, reacciones de hidroxilo, reacciones de aldehido y cetona, reacciones
de hidrégeno activo, reacciones fotoquimicas y reacciones de cicloadicién (por ejemplo, reacciéon de Diels-Alder,
cicloadicion de azida-alquino catalizada por cobre (CUAAC), cicloadicién de Huisgen de azida-alquino sin cobre).

8. El agente terapéutico para uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que al menos un grupo funcional se
selecciona del grupo que comprende cualquiera de o una combinacién de aminas, tiol, acido carboxilico, aldehido,
cetona, sitios de hidrogeno activo en el anillo aromatico, dieno, isotiocianatos de azida, isocianatos, azidas de acilo.
Ester de N-hidroxisuccinimida (NHS), sulfo-NHS, cloruro de sulfonilo, aldehidos, epdxidos, carbonatos, haluro de arilo,
imidoésteres, carbodiimidas (por ejemplo, N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC) y 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), compuesto de alquilfosfato, anhidrido, éster de fluorofenilo, hidroximetilfosfina,
grupo guanidino, derivado de yodoacetilo, maleimidas, aziridinas, derivados de acriloilo, agentes arilantes, derivados
de disulfuro, vinilsulfona, feniltioéster, cisplatino, diazoacetato, carbonildiimidazol, oxiranos, Carbonato de N,N'-
disuccinimidilo (DSC), cloroformiato de N-hidroxilsuccinimidilo, halégenos de alquilo, hidracina, maleimida, alquino y
cloro unido a fésforo.

9. El agente terapéutico para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 6, en el que el enlace conjugado comprende
cualquiera de o una combinacion de isotiourea, isourea, amida, sulfonamida, base desplazada, amina secundaria,
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carbamato, arilamina, amidina, fosforamidato, tioéter, disulfuro, B-tiosulfonilo, éster, carbamato, hidrazona, diazo,
cicloadicion 2 + 4, 1,2,3-triazoles, carbohidratos, enlace ésteres de aminoacidos.

10. El agente terapéutico para uso de acuerdo con la reivindicacion 4 o 5, en el que el sistema de matriz polimérica
comprende

- polimeros sintéticos que comprenden cualquiera de o una combinacion de poli(éster alifatico) (por ejemplo, poli
(lactida) (PLA), poli(e-caprolactona) (PCL), poli(acido glicélico) (PGA), poli(acido lactico-co-glicolico) (PLGA),
poli(carbonato de trimetileno) (PTMC), polidioxanona (PDS), poli(orto éster), polianhidridos, poli(anhidrido-co-imida),
poli(ésteres de anhidrido), poliuretanos (por ejemplo, Degrapols), poli(sebacato de glicerol), poli(etilenimina), poli(acido
acrilico)(PAA), polietilenglicol (PEG), poli(alcohol vinilico) (PVA), poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAm), poli(oxazolinas)
(por ejemplo, poli(2-metiloxazolina y poli(2-etil-2-oxazolina), fumaratos de oligo(etilenglicol) (OPF), fumarato de
polipropileno), poli(cianoacrilatos de alquilo), amida poliacrilica, poli(aminoacidos sintéticos) (por ejemplo, poli(acido
L-glutamico) (L-PGA) y poli(acido aspartico), polifosfacenos y poli(fosfoésteres) y mezclas de los mismos, y/o

- polimeros naturales que comprenden cualquiera de o una combinacién de fibrina, colageno, matrigel, elastina,
péptidos similares a elastina, albumina, poli(aminoacidos) naturales (por ejemplo, cianoficina, poli(e-L-lisina) y
poli(acido y-glutdmico)), y polisacaridos (por ejemplo, acido hialurénico, quitosano, dextrano, sulfato de condroitina,
agarosa, alginato y heparina), y mezclas de los mismos, y/o

- polimeros no degradables.

11. El agente terapéutico para su uso de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que los polimeros no biodegradables
comprenden cualquiera de o una combinacion de poli(etiletileno) (PEE), poli(butadieno) (PBD), poli(dimetilsiloxano)
(PDMS) vy poli(estireno) (PS), poli(N-etil-4-vinipiridinio), poli(2,2-(metacrilato de dimetilaminoetilo), poli(etilenimina),
poli(alilamina) y poli(cloruro de dialildimetilamonio), poli(acido acrilico), poli(sulfonato de estireno), poli(sulfato de vinilo)
y poli(metacrilato de 3-sulfopropilo), y poliamida acrilica y mezclas de los mismos.

12. El agente terapéutico para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 11, en el que el sistema
de matriz polimérica comprende cualquiera de o una combinacion de arquitecturas lineales, en forma de estrella,
hiperramificadas y entrecruzadas.
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