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RESUMEN

La nanomedicina busca superar nuevos desafios y problemas que enfrenta la medicina
convencional como la toxicidad sistémica y efectos adversos de los agentes anticancerigenos
disponibles en la actualidad. Ambas disciplinas son responsables del diagndstico, tratamiento,
prevencion de enfermedades, y del alivio del paciente mejorando su calidad de vida. En las
terapias convencionales, las moléculas de farmacos simplemente se difunden y distribuyen
libremente en todo el cuerpo causando asi, efectos secundarios indeseables y limitando el uso de
la dosis maxima para un tratamiento eficaz. Con el fin poder superar las limitaciones asociadas
con las formulaciones convencionales de farmacos, surge el concepto y la implementacién de
nanodispositivos y nanotransportadores. Estos tienen el potencial de modular tanto los perfiles
farmacocinéticos como farmacodinamicos de los medicamentos mejorando de esta manera su
indice terapéutico. Consecuentemente, su incorporacion en nanodispositivos puede incrementar
su estabilidad in vivo, extender su tiempo de circulacion sanguinea y permitir la liberacion
controlada de los mismos en un sitio determinado.

En este contexto, se ubica el presente trabajo de Tesis Doctoral titulado:
“NANODISPOSITIVOS MAGNETICOS Y TERMOSENSIBLES: sintesis, estudios de sus
propiedades fisico-quimicas y potencial aplicacion en nanomedicina”. Este trabajo tiene
como objetivo principal el disefio racional de nanodispositivos hibridos, formados con
nanoparticulas magnéticas de oxido de hierro y un polimero termosensible, mediante el empleo
de una metodologia de sintesis novedosa como es la sintesis asistida por ultrasonicacion.

En la tesis doctoral se describe la sintesis de distintos nanodispositivos con el fin de
obtener dos morfologias diferentes: nanogeles hibridos, en los que las nanoparticulas
magnéticas(MNPs) estan unidas quimicamente a una red tridimensional polimérica y del tipo core-
brush, siendo el corazon la MNP con cadenas poliméricas unidas covalentemente a su superficie.
El objetivo de este estudio es la obtencion de nanogeles hibridos y nanoparticulas magnéticas
core-brush para su potencial aplicacién en nanomedicina. Para ello, se desarrollé una nueva
metodologia de sintesis de distintos sistemas empleando ultrasonicacion. Consecuentemente, se
demostro el potencial que presenta esta metodologia como herramienta de sintesis no soélo de
nanogeles y nanoparticulas core-brush sino también, para la modificacion superficial de
nanoparticulas con diferentes agentes silano.

En una primera etapa, en el estudio de los nanogeles, se evalud la sintesis de nanogeles
termosensibles mediante polimerizacién radicalaria no controlada; para poder luego, estudiar la

incorporacion de nanoparticulas magnéticas de manera covalente a los fines de obtener nanogeles
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magnéticos y termosensibles. Los mismos presentaron alta estabilidad coloidal en el tiempo,
comportamiento termosensible que puede ser controlado a partir de las condiciones de sintesis,
propiedades superparamagnéticas y respuesta a irradiacién de infrarrojo cercano (NIR)
enfatizando su potencial uso para el tratamiento por hipertermia, asi como tiempos de relajacion
similares a los agentes comerciales utilizados en la actualidad en resonancia magnética de
imagenes.

Por otro lado, se estudio la sintesis de nanogeles magnéticos y termosensibles mediante
quimica click y nanoprecipitacion asistida por ultrasonicacion obteniendo resultados prometedores
similares a los expuestos para los nanogeles magnéticos sintetizados via polimerizacién
radicalaria. Ademas, se evalud la potencial aplicacion de los mismos en el campo de la
nanomedicina. Se demostrd la factibilidad del empleo de estos sistemas tanto para liberacion
controlada de farmacos, asi como también para la captura de células circulantes de metastasis.

En una segunda etapa, se estudio la sintesis de nanoparticulas magnéticas tipo core-
brush mediante polimerizacion radicalaria por transferencia atdmica (ATRP) y mediante quimica
click. Aquellas nanoparticulas sintetizadas mediante esta dltima técnica demostraron tener
potencial aplicacion en el campo de la liberacién controlada de farmacos.

La Tesis ha sido organizada en cinco secciones. La primera consta de la introduccion y
los objetivos generales. En ésta se desarrollan conceptos relacionados a la tematica abordada
ofreciendo una revision de los principales antecedentes para luego plantear la motivacién y los
objetivos de este trabajo. En la segunda seccion, Materiales y Métodos, se encuentra detallado el
desarrollo experimental utilizado para este trabajo de tesis. La tercera y cuarta seccidn presentan
el estudio de cada uno de los sistemas desarrollados. Finalmente, la quinta parte contiene las
consideraciones finales de este trabajo. A su vez, cada una de dichas secciones esta dividida en
capitulos, con su introduccién, objetivos especificos, desarrollo y conclusiones.

El desarrollo de esta Tesis de Doctorado fue posible debido a la colaboracion y al trabajo
conjunto de investigadores de distintas areas. Este estudio se destacd por su caracter multi e
interdisciplinario y por ser uno de los primeros antecedentes en el Laboratorio de Materiales
Poliméricos (LaMaP) en la investigaciéon de nanomateriales mediante la sintesis asistida por

ultrasonicacion y la sintesis de nanogeles hibridos termosensibles.



ABSTRACT

One of the main goals of nanomedicine is to overcome the challenges and problems that
conventional medicine presents. Both disciplines comprise the diagnosis, treatment and prevention
of diseases, as well as the patient relief improving their life quality. In conventional therapies, drug
molecules simply diffuse and distribute freely throughout the body thus causing undesirable side
effects and limiting the use of the dose required for effective treatment. In order to overcome the
pharmacokinetic limitations associated with conventional drug formulations, concepts such as
nanodevices and nanocarriers emerged. These systems have the potential to modulate both
pharmacokinetic and pharmacodynamic drug profiles thus improving their therapeutic index.
Therefore, incorporation of drugs into nanodevices may increase their stability in vivo, extend their
blood circulation time and allow controlled release of the drug at a given site.

In this context, the present PhD thesis entitled: ‘MAGNETIC AND THERMORESPONSIVE
NANODEVICES: Synthesis, studies of their physicochemical properties and potential applications
in nanomedicine’ was carried out. This work had as main objective the rational design of hybrid
nanodevices, formed by iron oxide magnetic nanoparticles and a thermoresponsive polymer using
a novel ultrasound assisted synthetic methodology.

This thesis describes the synthesis of different nanodevices with two different
morphologies: hybrid nanogels, in which MNPs are chemically linked to a three-dimensional
polymer network and core-brush nanoparticles, in which the MNP is the core and polymer chains
are attached to their surface by covalent bonds. The main goal of this study was to obtain hybrid
nanogels and core-brush magnetic nanoparticles for their potential application in nanomedicine.
For this purpose, a new synthetic methodology of different systems was developed using
ultrasonication. The methodology established was a key tool of great importance for this work,
since it allows the synthesis of not only nanogels and core-brush nanoparticles but also
nanoparticles surface modification with different silane agents.

In a first stage, nanogels synthesis was studied. To begin with, ultrasound assisted
synthesis of thermoresponsive nanogeles was evaluated using free radical polymerization; then we
studied the covalent incorporation of magnetic nanoparticles to obtain magnetic and
thermoresponsive nanogels. These systems showed high colloidal stability over time,
thermoresponsive behavior that can be controlled with the conditions of synthesis, and
superparamagnetic properties and response to near-infrared irradiation (NIR) which emphasize

their potential use in hyperthermia treatment. Furthermore, nanogels presented relaxation times
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similar to the commercial magnetic agents for magnetic resonance imaging allowing their use in
diagnosis.

Afterwards, we studied ultrasound assisted synthesis of magnetic and thermoresponsive
nanogels obtained by click chemistry and nanoprecipitation. We obtained promising results like
those presented for magnetic nanogels synthesized via radical polymerization. In addition, the
potential application of nanomedicine in the field of nanomedicine was evaluated. Potential use of
these nanogels was demonstrated for both controlled release of drugs as well as capture of
circulating metastatic cells.

In a second stage, the synthesis of magnetic core-brush nanoparticles was studied. We
analyzed different synthetic methodologies such as atomic transfer radical polymerization (ATRP)
and click chemistry. Those nanoparticles synthesized by this last methodology showed a potential
application in the field of controlled drug release.

This Thesis has been organized in five sections. The first part consists of the introduction
and general objective, developing the concepts related to the topic addressed and the state of art
in this field, following by problem statement and motivation of the research. In Part 2, Materials and
Methods, the experimental development used for this thesis work is detailed. Then parts 3 and 4
describe all studied systems. Finally, Part 5 presents the final conclusions of this work. Besides,
each of these sections is divided into chapters, with their introduction and specific objectives,
discussion and conclusions.

The accomplishment of this doctoral thesis has been possible due to the collaboration and
joint work between researchers from different areas. The development of this Thesis stands out for
its multi and interdisciplinary nature and for being one of the first antecedents in the Laboratory of
Polymeric Materials (LaMaP) in the study of nanomaterials through the ultrasound assisted

synthesis of hybrids materials.
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1.1 NANOESCALA Y NANOTECNOLOGIA

La escala nanoscadpica hace referencia a aquellas dimensiones alrededor de 1.10-° m.
En la Figura 1.1 se muestra una escala que va desde el metro, tamafio que posee un nifio de
alrededor de 4 afios, hasta la décima del nanémetro, en donde se encuentran los atomos. Dentro

del rango nanométrico, se sitan, por ejemplo, los virus, la hemoglobina y la molécula de azucar.
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Figura 1.1 llustracion de los diferentes sistemas en el intervalo de los metros a la décima del nanometro.

Si se utiliza como parametro de comparacion el diametro de un cabello humano, que se
encuentra en el rango de 50-100 um, con el de un objeto de diametro de un nanometro como la
molécula de azUcar, éste seria entre 50000 y 100000 veces mas pequefio. !

La nanociencia es el area de la ciencia y la tecnologia que estudia las estructuras cuyas
dimensiones, 0 al menos una de ellas, se encuentran entre 1-500 nm.23 Esta ciencia es altamente
multidisciplinaria e involucra distintas areas como la fisica, la ciencia de los materiales, la quimica
y la ingenieria entre otras areas.*® En las Ultimas décadas, se ha incrementado el interés en este
campo de investigacion ya que la materia en la nanoescala se comporta de una manera totalmente
distinta ya sea de las moléculas aisladas como del material masivo. Sus propiedades debidas sélo
al tamafio nanométrico del sistema incluyen una gran relacion area-volumen, propiedades
magnéticas, eléctricas, térmicas, mecanicas y épticas unicas.5-8

En particular, la nanotecnologia comprende el disefio, fabricacion y empleo de
nanomateriales.>8 Existen distintas definiciones para este concepto variando el area de estudio
correspondiente.® Por ejemplo, el Comité de la Organizacion Internacional de Estandarizacion y
Técnica define la nanotecnologia como el entendimiento y control de la materia y los procesos
en la nanoescala. Por su parte, la Iniciativa Nacional en Nanotecnologia de EEUU considera que
ésta se ocupa ademas del estudio de las propiedades de los materiales en la nanoescala, de su
utilizacion para la invencion de mejores materiales, dispositivos y sistemas, resultando en una

innovacién tecnoldgica.
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Esta rama de la nanociencia, como ya se ha mencionado, se concentra en el estudio de
las propiedades Unicas de los materiales resultante de su tamafio nanométrico; debido a ellas, los
nanosistemas exhiben particulares propiedades bioldgicas, quimicas, fisicas, etc. Este hecho
favorece su utilizacion a escala industrial en distintos campos de aplicacién como la medicina, la
catélisis, la industria automotor, textil y electronica, en productos de consumo, en energia
sustentable, etc.6 En este sentido, en la industria textil ya se estan desarrollando distintos
nanoaditivos que pueden modificar algunas de las propiedades de las fibras naturales como el
incremento de la resistencia mecanica y al calor, la durabilidad, la capacidad autolimpiante, el color
y el efecto antiséptico. Asimismo, en el &rea del deporte, Wilson, marca conocida por la
manufactura de productos para tenis, introdujo al mercado pelotas con un caucho menos
permeable debido al uso de nanoarcillas en la formulacion de éste y raquetas mas resistentes a

causa de la presencia de nanotubos de carbono en el material. 0

1.2 NANOMEDICINA

Se considera que la Nanomedicina es la Medicina fusionada con la Nanociencia y la
Nanotecnologia.'" La misma, al igual que la nanotecnologia, es altamente interdisciplinaria ya que
para su desarrollo se requieren conocimientos de diferentes areas tales como biologia, quimica,
fisica, ingenieria, medicina clinica, etc.”.12

Esta area de estudio tiene como objetivo el monitoreo, control, construccion, defensa y
mejora de todos los sistemas bioldgicos humanos, trabajando a nivel molecular y utilizando
nanodispositivos para el beneficio médico.'® En este sentido, la nanomedicina busca superar los
desafios y los problemas que enfrenta la medicina convencional.® Actualmente la nanomedicina
puede ser responsable del diagnéstico, tratamiento y prevencion de enfermedades, y del alivio del
paciente mejorando su calidad de vida.5'® Para lograr estos objetivos, la investigacion de
novedosas herramientas analiticas es necesaria y fundamental, asi como también el empleo de
nanomateriales y nanodispositivos que permitan la creacion de nuevos sistemas de liberacion de
farmacos, sistemas multifuncionales que combinan tanto la terapia como el diagnostico.'2-14

La nanomedicina hace uso las propiedades unicas de los materiales debido a sus
dimensiones en la nanoescala permitiendo la mejora de las terapias convencionales disponibles
en la actualidad. Una de las aplicaciones de la nanomedicina méas destacada incluye el empleo de
nanodispositivos para el tratamiento del cancer.'s El término cancer es utilizado para denominar
un grupo heterogéneo de enfermedades malignas en las que las células anormales se dividen sin
control y son capaces de invadir otros tejidos. Una masa de células cancerosas se llama tumor y

un crecimiento incontrolado del mismo, resulta en la destruccion de los tejidos sanos adyacentes
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o perifericos. La diseminacion de células tumorales a través de la sangre o el flujo linfatico conduce
a la formacion de tumores secundarios o metastasis en otros 6rganos o tejidos. 6.7

La mayoria de los agentes anticancerigenos convencionales no pueden diferenciar entre
las células cancerosas y las normales, ocasionando por este motivo toxicidad sistémica y efectos
adversos, limitando asi la dosis maxima de farmaco. Ademas, la eliminacion répida y la distribucion
generalizada en drganos y tejidos especificos requieren de la administracion de un farmaco en
grandes cantidades, lo que incrementa el costo del tratamiento y produce una toxicidad
indeseable.

El empleo de nanodispositivos presenta numerosas ventajas con respecto a las terapias
convencionales ya que mejoran la solubilidad y biodisponibilidad del farmaco, tienen una
circulacion prolongada en el torrente sanguineo evitando la eliminacién anticipada por los
macrofagos antes de alcanzar a las células tumorales, evadiendo asi al sistema reticulo endotelial
(RES), que es el responsable de detectar y remover las particulas extrafias del cuerpo.
Adicionalmente, favorecen la biodistribucion, se acumulan en los tejidos enfermos debido al
direccionamiento o targeting pasivo o activo, y pueden internalizarse de manera eficiente mediante
endocitosis, etc.51819 Todas estas propiedades unicas son resultado del tamafio nanométrico de
los sistemas. Las nanoparticulas (NPs), a diferencia de las moléculas pequefias, pueden integrar
facimente a mas de un agente de contraste o farmaco, convirtiéndose en nanoplataformas
multifuncionales tanto para el diagndstico como para el tratamiento. Debido a su gran relacion
area-volumen, se pueden incorporar fisicamente de manera simple o por conjugacién quimica,
distintos agentes antineoplasicos o se puede llevar a cabo la modificacién superficial del dispositivo
con distintos grupos targeting u orientadores. A su vez, se puede obtener un gran control tanto del
tamafio, como de la composicion y comportamiento tanto quimico como fisico del sistema.20.21

Ademas de las ventajas ya mencionadas, los sistemas en la nanoescala presentan un
comportamiento que se denomina efecto de permeabilidad y retencion mejorada (EPR por sus
siglas en inglés). Este efecto fue descubierto por Maeda y colaboradores en la década de los ‘80.22
Ellos demostraron que las nanoparticulas se acumulan selectivamente en los tejidos tumorales,
resultando asi en un targeting o direccionamiento pasivo.

Cuando las células tumorales alcanzan el tamafio de 150-200 pm, comienzan a
desarrollar su propio suministro de sangre y se vuelven dependientes de la neovasculatura, por su
aporte nutricional y de oxigeno. Asi los vasos tumorales recién formados son generalmente de
forma y arquitectura anormales. Las células endoteliales defectuosas estdn mal alineadas, con

amplia fenestracién, con espacios entre 100 nm y 780 nm de tamafio o carentes de la capa de
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musculo liso y deterioran los receptores funcionales de la angiotensina | y, por lo tanto, los
nanodispositivos pueden acumularse selectivamente. Ademas, los tejidos tumorales por lo general
carecen de drenaje linfatico eficaz. Todos estos factores daran lugar a la dindmica molecular y de

transporte de fluidos anormales (Figura 1.2).14.22-28

Targeting
| _celular activo |

w - w
2 e @‘ » [N
%, * \ Dt 4

2 Farmaco
Ligando Receptor

Drenaje linfatico
ineficiente

Figura 1.2 llustracion de diferentes vias por las que los nanosistemas pueden administrar farmacos a los
tumores ya sea mediante el efecto EPR o mediante targeting activo. Adaptado de la referencia 29 con
permiso de Nature Publishing Group.©2007

Aunque el targeting pasivo presenta una mejora en el transporte y liberacion de farmacos

al paciente y, en consecuencia, la toxicidad sistémica del farmaco en si se reduce, también
produce algunos inconvenientes. Una de las principales falencias es que, al ser un proceso poco
controlado, los farmacos pueden no ser eficientemente conducidos hasta el tumor.30 Esta
deficiencia de control del proceso puede provocar la multiresistencia del tejido enfermo. Ademas
hay algunos tumores donde el efecto EPR no sucede ya que la permeabilidad de los vasos
sanguineos malignos puede diferir de un tumor a otro.3!

Frente a estas dificultades surge el concepto de targeting activo. El mismo propone la
modificacion del nanosistema con grupos funcionales especificos para una mayor selectividad de
las células cancerosas, evitando asi el dafio de las células sanas.6 Un nanodispositivo con

targeting o direccionamiento activo debe ser capaz de escaparse de los vasos sanguineos en las
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lesiones patoldgicas, ser retenido y acumulado en el sitio dafiado y tener una captacion selectiva
por las células a ser tratadas (Figura 1.2).32

La estrategia planteada para el targeting activo es la interaccion especifica entre los
receptores de la célula a tratar y el ligando del nanodispositivo. Para que la interaccion sea efectiva,
los receptores elegidos deben ser sobreexpresados en las células cancerosas o tejidos tumorales
mientras que en las células sanas no. Adicionalmente, los receptores deben estar expresados
homogéneamente en todas las células diana.143033 Para ello los nanodispositivos son modificados
con distintos ligandos como é&cido folico, anticuerpos, aptameros, proteinas, carbohidratos,

péptidos, etc.52627

1.3 NANODISPOSITIVOS Y NANOTRANSPORTADORES

Como se ha mencionado, las moléculas de farmacos simplemente se difunden y
distribuyen libremente en todo el cuerpo causando asi efectos secundarios indeseables y limitando
la dosis maxima para un tratamiento eficaz.'® Para poder superar las limitaciones farmacocinéticas
asociadas con las formulaciones convencionales de farmacos surge el concepto de emplear
nanodispositivos y nanotransportadores. Los mismos, como se ha descripto, presentan
propiedades Unicas debido a sus dimensiones nanométricas, la gran relacion area-volumen y
propiedades fisicas y quimicas particulares. Tienen el potencial de modular tanto los perfiles
farmacocinéticos como farmacodinamicos de los medicamentos mejorando su indice terapéutico.
Consecuentemente, la incorporacién de medicamentos en los nanodispositivos puede incrementar
la estabilidad in vivo, extender el tiempo de circulacion sanguinea de un compuesto y permitir la
liberacién controlada del farmaco en un sitio determinado.28.34

A la hora de disefiar un nanodispositivo, se deben tener en cuenta algunas
consideraciones dentro de las cuales se pueden nombrar: a) proteger el farmaco de la degradacién
prematura, b) evitar que los farmacos interactien tempranamente con el entorno biolégico, c)
mejorar la absorcion de los mismos en un tejido seleccionado, d) controlar el perfil farmacocinético
y de distribucidn en los tejidos de los farmacos, €) mejorar la internalizacion intracelular, f) estar
compuestos de un material que sea biocompatible, g) facilmente funcionalizable, h) exhibir una
alta eficacia de absorcion diferencial en las células a ser tratadas sobre las células normales (o
tejido), i) ser soluble o dispersable en condiciones acuosas para aumentar la efectividad, j) tener
una circulacién prolongada, una baja tasa de agregacion y una extensa vida util, k) ser capaz de
administrar multiples tipos de agentes terapéuticos con propiedades fisicoquimicas potencialmente

diferentes.516.18,28,29.35
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Para el disefio de estos nanodispositivos es necesario tener en cuenta diversos factores
tales como tamafio y forma, composicidn, funcionalidad superficial y vectorizacién del nanosistema
esquematizado en la Figura 1.3. Todas las propiedades pueden ser reguladas mediante el control

de la estrategia de sintesis empleada.

Figura 1.3 Esquema de los factores importantes para el disefio de un nanodispositivo. Adaptado de la
referencia 35 con permiso de Elsevier.€2014.

En la actualidad ya han sido reportados distintos tipos de nanodispositivos para el
tratamiento del cancer; ya sea como sistemas de liberacion controlada de farmacos como
transportadores de agentes de contraste, sondas fluorescentes, etc. Los mismos se encuentran
esquematizados en la Figura 1.4. Dentro de ellos se encuentran las micelas, los nanogeles, las
nanoparticulas metalicas y de Oxidos de metales, las vesiculas anfifilicas, los dendrimeros, los

conjugados farmaco-polimero, los liposomas, etc.34.36-38
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Nanotransportadores Nanotransportadores
lipidicos poliméricos
Nanoparticula @ % Micela polimérica

lipidica solida Liposoma

;
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Conjugado

anitcuerpo-farmaco ﬂp“ Conjugado
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S
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Figura 1.4 Esquema de algunos nanodispositivos desarrollados en la actualidad. Adaptado de la
referencia 34 con permiso de Elsevier.€2014.
Actualmente, existen algunos nanodispositivos que han sido aprobados para su uso en

nanomedicina. Un resumen de los mismos se muestra en la Tabla 1.1.
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Tabla 1.1. Nanomedicamentos clinicamente aprobados para aplicaciones terapéuticas contra el cancer.

Nombre comercial
del producto

Tipo de
nanomaterial

Doxil
Centocor Ortho
Biotech, J&J

DaunoXome
Galen, Ltd.

MYOCET
Sopherion
Therapeutics, LLC y

Liposomas Cephalon, Inc.

Mepact
Takeda
Pharmaceutical
Company Limited

DepoCyt
Sigma-Tau
Pharmaceuticals,
Inc.

MARQIBO
Talon Therapeutics
Inc.

ABRAXANE
Abraxis
Bioscience/Celgene
Europe

Nanoparticulas
basadas en
albiimina

Genexol-PM
Samyang
Biopharma

Micelas

Adaptado de la referencia 38 con permiso de Elsevier.©2016.

Descripcion

Doxorrubicina
clorohidrato
encapsulada en
liposomas

Solucién acuosa de
daunorubicina
encapsulada en
vesiculas lipidicas

Doxorrubicina citrato
encapsulada en
liposomas
correspondiente a 50
mg de doxorrubicina
hidroclorato

Derivado sintético de
muramil dipéptido en
una formulacion
liposomal
Suspension injectable
del antimetabolito
citarabina
encapsulado en
nanoparticulas
lipidicas
multivesiculares
Alcaloides de la vinca
antimitéticos
encapsulados en el
nucleo acuoso de
liposomas basados
en esfingomielina

Paclitaxel unido a
albumina (tamafio
alrededor 130 nm)

Formulacion de
paclitaxel
encapsulada en
nanoparticulas
micelares
copoliméricas
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Cancer al que se
dirige

Cancer de ovario
recurrente, sarcoma
de Kaposi asociado
al SIDA avanzado,

mieloma multiple

Kaposi asociado al
VIH avanzado

Cancer de mama
metastasico

Osteoosarcoma
resectable no
metastasico

Meningitis
linfomatosa

Leucemia

linfoblastica aguda

con cromosoma
Philadelphia
negativo

Cancer de mama

metastasico, solido

avanzado de no

células pequefias,

de pulmoén,
neoplastias de

pancreas y mama

Cancer de mama
metastasico, cancer

de pancreas

Detalles del
permiso
Aprobado por FDA
(Administracion de
federal alimentos y
medicamentos) en
1995 y también de
EMA (Agencia
Europea de
Medicina) para el
cancer de mama
metastéasico (Caelix)

Aprobado por FDA
1996

Aprobado en Europa
y Canada. Bajo
investigacion en
combinacién con

otros farmacos para

el cancer de mama
por la FDA.

Aprobado en Europa.
Fase clinica 3 en
USA.

La FDA otorgd
aprobacion
acelerada en 1999 y
una aprobacion
completa en 2007

Aprobado por FDA
en 2012

Aprobado por FDA
en 2005. Aprobado
por EMA en 2008.
Plan de investigacion
pediatrica

Aprobado en Corea
del Sur para cancer
de mama, en EEUU
en fase 2 para
cancer de mama
metastasico en



ONCASPAR
Sigma Tau
Pharmaceuticals
Inc.

ZINOSTATIN
STIMALAMER
Ningun nombre
prioritario
Nanoparticulas
poliméricas

NEULASTA
Amgen

NanoTherm
MagForce Nanotech
AG

Nanoparticulas
inorganicas
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L-asparaginasa
conjugada covalente
mente a
monometoxipolietilen
glicol
Conjugado de la
proteina antitumoral
NeoCarzinoStatin
(NCS) con un
copolimero estireno-
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1.4 NANOPARTICULAS MAGNETICAS
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Aprobado por FDA'y
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Aprobacién del
marketing en Europa
para glioblastoma,
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En los dltimos afios, entre todos los nanodispositivos estudiados, las nanoparticulas

magnéticas (MNPs) han recibido una gran atencion debido a las caracteristicas especiales que

presentan, entre otras, una gran area superficial sumada a sus propiedades magnéticas Unicas.3%-

42

Existen distintos tipos de MNPs, algunas de ellas, las mas ampliamente difundidas, tanto

€N su uso como en la sintesis y aplicacion, son las de dxidos de hierro como la Magnetita (Fe304)

y la Magemita (y-Fe203) conocidas como SPION por sus siglas en inglés, superparamagnetic iron

oxide nanoparticles. Las mismas han sido utilizadas en distintos campos de aplicacién como para

la remocién de metales pesados,*® dispositivo de memoria de forma,* en la construccién de

sensores de gas,* o en nanocatalisis.*
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En particular, en el area de la nanomedicina, las MNPs presentan una amplia gama de
aplicaciones biomédicas: ya sea en la fase de diagndstico (como agente de contraste para
Resonancia Magnética), como asi también en la fase de tratamiento (tratamiento por hipertermia,
para deteccion y separacion de células, o para terapia guiada y liberacion controlada de
farmacos).4-49 Recientemente han sido probadas en quimioterapia.50-* Su empleo se debe a que
las MNPs de 6xido de hierro presentan propiedades y comportamientos magnéticos unicos y por
lo tanto, pueden ser utilizadas para las aplicaciones anteriormente nombradas .851.55-57 Asimismo,
estas MNPs presentan varias ventajas como su biocompatibilidad; las mismas han sido aprobadas
por la FDA para el uso en humanos como agentes de contraste para IRM (imagenes por
resonancia magnética). A su vez, pueden ser facilmente modificadas con distintos compuestos
tales como anticuerpos, péptidos, o polimeros para aumentar la circulacion en el torrente

sanguineo y establecer un tratamiento especifico provisto por el grupo targeting.2!:%8

1.4.1 Nanoparticulas magnéticas para hipertermia

La hipertermia es un tratamiento contra el cancer mediante el cual se expone el tejido
enfermo del cuerpo a altas temperaturas (de hasta 45°C). Los mecanismos involucrados implican
estrés térmico intracelular en el rango de temperatura de 41° C - 46° C, dando como resultado la
activacion y/o la iniciacion de muchos mecanismos de degradacién intracelular y extracelular.
Dentro de estos mecanismos se encuentra el plegamiento incorrecto de proteinas junto con su
agregacion, la alteracion de las sefiales de transduccion, la induccion a la apoptosis, los cambios
en el pH, la reduccién del oxigeno en el tumor.5960 Esta técnica presenta diversas ventajas como,
ser un método no invasivo y especifico para el tejido tumoral al que es capaz de localizar con
precision, ademas de que el calentamiento puede penetrar mas facilmente en los tejidos
profundos.41.61

Asi, las MNPs de dxido de hierro al ser superparamagnéticas pueden inyectarse en el
cuerpo y ser guiadas al tejido afectado para luego someterlo a un campo magnético alternante
(CMA) y producir un incremento en la temperatura del tejido.52 En la actualidad ya existen algunos
agentes para el tratamiento por hipertermia basados en MNP de 6xido de hierro, recubiertas con
dextran (Ferumoxsil, Lumirem, Ferumoxide, Feridex, Resovist) o con un co-polimero de estireno y

divinilbeceno (Ferristene, Abdocan).62.63
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1.4.2 Nanoparticulas magnéticas como agente de contraste en Imagenes de

Resonancia Magnética (IRM)

El diagnéstico por imagenes de resonancia magnética es una técnica que permite
diferenciar entre el tejido normal y el tejido enfermo. La misma presenta varias ventajas como la
alta penetracion del campo magnético en los tejidos sin verse atenuada la imagen, la capacidad
de adquisicion de iméagenes tomograficas en tiempo real en 3D, no usa radiacion ionizante, brinda
una buena diferenciacién anatomica del contraste y no es invasiva.5%64.65

La resonancia magnética se basa en los mismos principios que la resonancia magnética
nuclear (RMN). Para obtener una sefial de resonancia magnética, un paciente o una muestra se
coloca en un campo magnético fuerte (Bo). Entonces, los espines nucleares del hidrégeno de las
moléculas del agua estan orientados en la misma direccion al campo magnético (estado de energia
mas baja) 0 en oposicidn al campo magnético (estado de energia mas alta). Cuando se irradia con
una radiofrecuencia resonante, el nucleo absorbe la energia y aumenta el nimero de espines con
un estado de mayor energia. Entonces, los nucleos vuelven al estado de equilibrio, proceso que
se conoce como relajacion. Durante el proceso de relajacion, los nicleos excitados emiten una
radiofrecuencia débil que puede detectarse. Existen dos tipos de procesos de relajacion: la
relajacion longitudinal (también llamada relajacion de espin-red) y la relajacion transversal
(relajacidn espin-espin). 5566

A medida que los hidrégenos excitados se relajan, su magnetizacion longitudinal se
recupera lentamente, lo que se conoce como relajacién longitudinal. El tiempo de relajacion T+
representa el tiempo requerido para que la magnetizacion longitudinal se recupere desde el valor
cero al estado original en un valor del 63%. Al mismo tiempo, la magnetizacidn transversal de los
protones decae a medida que se desfasan los espines nucleares, lo que se denomina relajacion
transversal. El tiempo de relajacion T2 representa el tiempo para que la magnetizacion transversal
disminuye desde el méximo hasta un valor del 37% de su estado excitado. Las relajaciones R+ (=
1/T1) y Rz (= 1/ T2) se refieren a la tasa de recuperacion de la magnetizacién longitudinal y a la
tasa de decaimiento de la magnetizacion transversal, respectivamente. La inhomogeneidad del
campo magnético y la diferencia de susceptibilidad inducen el decaimiento de los espines
nucleares. Por lo tanto, la magnetizacion transversal decae mucho mas rapidamente que la tasa
de relajacion Rz caracteristica. Esta tasa de relajacién se denomina Rz * (= 1/ T2 *), que es mayor
que el valor R2.

Debido a que la RM se basa en caracteristicas inherentes del tejido, no siempre genera

suficiente contraste en un entorno clinico. Para contrarrestar este hecho se administran agentes
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de contraste que alteran las caracteristicas magnéticas de los protones de agua cercanos. El
agente de contraste no genera una sefial en si, pero afecta la tasa de relajacion del proton. Los
agentes de contraste pueden clasificarse como agentes de contraste T+ y T2. Los agentes de
contraste T1 (agentes positivos) aumentan la velocidad de recuperacion longitudinal, produciendo
sefiales luminosas en las regiones suministradas. Por otra parte, los agentes de contraste T2
(agentes negativos) aumentan la velocidad de decaimiento de la magnetizacion transversal, dando
como resultado sefiales oscuras.5”

A pesar de que las nanoparticulas de déxido de hierro afectan tanto a los procesos de
relajacion longitudinal como transversal, su influencia en la relajacion T2 es considerablemente
mayor que en la relajacion T1 y se las utiliza generalmente como agente de contraste
negativo.8.88.69 En los Ultimos afios se han desarrollado diversos agentes de contraste basados en
MNP de 6xido de hierro, algunos ya mencionados para el tratamiento por hipertermia como
Ferumoxsil, Ferumoxide, Feridex, Resovist como MNP ultrapequefias estabilizadas con citrato
(Feruglose) o con almidén modificado con PEG (VSOP-C184).70

1.5 TERAGNOSIS

El término teragnosis hace referencia al diagndstico, tratamiento y seguimiento de una
enfermedad al mismo tiempo.4271-73 | os objetivos principales de este campo de estudio son el
monitoreo de la respuesta al tratamiento, aumento la eficacia y seguridad del farmaco y eliminacion
de los tratamientos innecesarios. 7* Ademas, la misma comprende modalidades de diagndstico no
invasivas como son la resonancia magnética, la tomografia computada y por emisién de
positrones.’!.75

Los agentes teragnosticos utilizados pueden regular la liberacion del farmaco en
condiciones determinadas, aumentar selectivamente su liberacién en determinadas partes del
cuerpo, permitir el transporte de farmacos hidrofobicos.”76 Estos dispositivos tienen la capacidad
de tener mas de una funcién como visualizar la biodistribucién de los mismos, cuantificar la

cantidad de farmaco liberada, analizar la eficacia terapéutica.?*
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2.1 NANOGELES

En las ultimas décadas, los nanogeles han sido ampliamente investigados como
nanodispositivos en el area de la medicina debido a sus propiedades Unicas. Un nanogel es una
matriz polimérica tridimensional entrecruzada que presenta tamafios nanométricos en sus tres
dimensiones y que combina simultineamente las caracteristicas de los hidrogeles y de las
nanoparticulas. Los mismos estan formado por una cadena con distintas unidades repetitivas
(mondmeros) las cuales se encuentran entrecruzadas mediante un agente entrecruzante.’-
Estos sistemas presentan diversas ventajas como una biocompatibilidad superior, una buena
permeabilidad al oxigeno, una baja adsorcién de proteinas y adhesion celular, una capacidad de
modificar la superficie con biomoléculas especificas y propiedades fisicas similares a tejidos
biolégicos.t-2

Por otra parte, la estructura porosa del nanogel permite la incorporacién de un farmaco u
otras moléculas bioactivas, actuando como proteccion de los mismos de las posibles
degradaciones que ocurren antes de llegar al tejido objetivo. A su vez, los farmacos o moléculas
bioactivas pueden ser liberados regulando el tiempo y la dosis necesaria'®!! Asimismo, estos
sistemas especificamente disefiados pueden presentar una naturaleza sensible a los estimulos,
una facilidad de incorporacion del farmaco, una estabilidad fisica, y una versatilidad en el disefio
modificando su sintesis.2

En particular, aquellos nanogeles que sufren un cambio conformacional debido a la
presencia de un estimulo externo se denominan nanogeles con respuesta estimulo o
inteligentes.!7.12-14 Existen distintos estimulos como la temperatura, el pH, ultrasonido, etc. con
distintos fines determinados de aplicacion.'>-17 Este comportamiento puede ser utilizado para el
tratamiento selectivo de los tejidos enfermos ya que caracteristicas como el pH, el potencial
rédox y la temperatura de los tumores difieren de los tejidos sanos siendo la temperatura
ligeramente mayor en las células cancerosas. Por lo tanto, esta diferencia podria emplearse para
la liberacién de un farmaco en la zona de interés.®> En la Figura 2.1 se esquematiza la respuesta

a distintos estimulos de un nanogel.
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Figura 2.1 Esquema de liberacion de un farmaco del nanogel por la accién de un estimulo externo.
Aquellos nanogeles que sufren un cambio conformacional en respuesta a la temperatura

se denominan nanogeles termosensibles. Los mismos tienen una temperatura de transicién de
fase (Tt) que provoca una disminucion del tamafio de la nanoparticula.”.'318 Por debajo de esta
temperatura, las interacciones hidrofilicas del tipo puente hidrégeno entre los grupos pendientes
de la cadena polimérica y el agua predominan mientras que por encima de la Ty cobran
importancia las interacciones hidrofébicas produciendo que el nanogel colapse. Este
comportamiento se ve reflejado en la Figura 2.2 a). Estos sistemas resultan de gran interés
debido a que la naturaleza hipertérmica de la mayoria de los sitios patoldgicos inflamados y de
los tumores actuaria como un estimulo intrinseco.8.'® Si la temperatura de transicion de fase de
los nanogeles es alrededor de 39-40°C, éstos podrian circular por los vasos sanguineos, cuya
temperatura es 37 °C, sin alterarse y luego precipitar en el tejido tumoral donde la temperatura
ronda los 42 °C, liberando el farmaco de su interior.20

Existen distintos tipos de nanogeles termosensibles, entre los que el poli-N-
isopropilamida (PNIPA) y sus derivados han sido los mas estudiados para su empleo en
nanomedicina,?™-2> con una T¢ de 32 °C (Figura 2.2 b). Adicionalmente, los nanogeles de
polimeros derivados del oligoetilenglicol (OEG), como el P(MEO2MA), han sido ampliamente
investigados ya que presentan muchas caracteristicas prometedoras incluyendo una T
regulable, excelente biocompatibilidad y reversibilidad (Figura 2.2 ¢).'82425 Por otra parte, los
nanogeles de poli (N-vinilcaprolactama) (PVCL) también han sido foco de atencién en su uso
como nanogeles termosensibles porque es un polimero termosensible y biocompatible que

posee una temperatura de transicion préxima a la temperatura fisioldgica (32 °C-38 °C)
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Figura 2.2 Representacién esquematica de a) comportamiento termosensible de un nanogel;
interacciones quimicas por debajo y por encima de la Ty de b) PNIPAM y ¢) P(MEO:MA).

2.1.1 Nanogeles hibridos

El concepto de nanogeles hibridos hace referencia a aquellos en los que se incorporan
particulas inorganicas en la matriz polimérica.'17.26 Montoro y colaboradores® clasificaron a los
NGs hibridos en tres categorias segun su morfologia: (a) nanogeles core-shell con las
nanoparticulas inorganicas en el centro, rodeadas de una matriz polimérica; (b) nanoparticulas
inorganicas distribuidas en la matriz del nanogel y (c) nanogeles cubiertos con nanoparticulas

inorganicas. En la Figura 2.3 se esquematizan las tres categorias de nanogeles hibridos.
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Figura 2.3 Representacién gréfica de a) hidrogeles core-shell con las nanoparticulas inorganicas en el
centro, rodeada de una matriz polimérica; b) nanoparticulas inorganicas distribuidas en la matriz del
nanogel y ¢) nanogeles cubiertos con nanoparticulas inorganicas
En la sintesis de NGs hibridos se han utilizado diferentes nanoparticulas (NPs), como

nanoparticulas magnéticas (MNPs), nanoparticulas de oro (AuNPs), nanoparticulas de silica,
puntos cuanticos o quantum dots (QDs), nanoparticulas de plata (AgNPs), etc. Dependiendo de
la naturaleza de la nanoparticula inorgénica, se pueden conseguir diferentes funcionalidades
permitiendo su utilizacién como agente de contraste, en terapia guiada o para tratamiento
fototérmico o hipertermia.?’

Estos nanodispositivos han ganado considerable atencion en los Ultimos afios debido a
su singular potencial aplicacién al combinar de forma sinérgica tanto las caracteristicas del
nanogel como las propias de la nanoparticula inorganica, presentando distintas ventajas frente a
los farmacos y agentes convencionales en el area de deteccion dptica, diagndstico por imagen 'y

administracién de farmacos (Figura 2.4).28-30

-Capitulo 2-



INTRODUCCION Y OBJETIVOS GENERALES [FENEEEGEGEN

Targeting y liberacion Hipertermia
controlada

[¥e N\ . ‘/'(%‘
N N\ '

Y <

% |

5 L,’,E\L-IL Y=Y T

® 4 : s, ’; ooy -\-‘._L-

G’ 'E\’:J'/ ; '?'ét% l: 0 l’ _ 1’: -
\../\_"; ¢ ' ] '

¥ 4 ¥ 4 4

Terapia guiada Diagnostico por
imagen

Figura 2.4 Representacién de un nanogel hibrido con grupos targeting y las distintas areas de aplicacién
de los mismos.

La incorporacion de NPs en una matriz le proporciona una ventaja adicional al sistema:
la naturaleza de la nanoparticula incorporada regula el tipo de estimulo que se puede utilizar
para liberar el farmaco en las condiciones deseadas, potenciando el suministro en diferentes
partes del cuerpo, permitiendo el transporte de farmacos hidrofobicos o la obtencién de sistemas
con una multirespuesta.’' El estimulo puede ser un campo magnético, irradiacion infrarroja
cercana, pH, temperatura u otros. Ademas, en algunos casos la incorporacion de NPs tales
como silica mesoporosa puede mejorar la carga de un farmaco.

Existen dos estrategias principales para incorporar NPs inorganicas en la red polimérica,
una fisica y otra quimica: a) pueden introducirse fisicamente en la matriz antes o después de la
gelificacion para que queden atrapadas en el NG; o b) pueden incorporarse covalentemente
utilizando NPs como agente entrecruzante o en los sitios de anclaje del nanogel.0.'4 Esta ultima
estrategia resulta prometedora ya que presenta distintas ventajas al estar las nanoparticulas
unidas covalentemente, como no difundir a través de la matriz polimérica.

En particular, la incorporacion de nanoparticulas magnéticas al nanogel concede la
posibilidad de utilizarlo como agente teragndstico ya que puede responder rapidamente a un
campo magnético externo, permitiendo un seguimiento del nanodispositivo y un mayor control en

la liberacion del farmaco, resultando ideal para las terapias localizadas, como quimioterapia,
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radiacion, inmunoterapia, hipertermia, o una combinacién de estos.':32 En este sentido, la
combinacion de nanoparticulas magnéticas y un nanogel termosensible ademas de poder ser
utilizado como agente de contraste, permite la liberacion estimulada dptima de farmacos durante
varias semanas posteriores debido a la relacién entre la temperatura de transicion de fase (Tt)
del nanogel. Asi, el calor generado por las nanoparticulas magnéticas bajo un campo magnético
alternante aumenta la temperatura de los nanogeles por encima de su Tt, generando el colapso

de los mismos y, por lo tanto, mejora la difusién del farmaco a través de los nanogeles.?!

2.2 NANOPARTICULAS MAGNETICAS CORE-BRUSH

Otro nanodispositivo ampliamente utilizado son las nanoparticulas magnéticas
recubiertas. Una de las principales motivaciones es que los macrofagos del sistema reticulo
endotelial (RES) tienen la habilidad de remover nanoparticulas desnudas del flujo sanguineo en
tan sblo segundos luego de la administraciéon intravenosa. Estos macrofagos no pueden
identificar las nanoparticulas en si mismas, sino que reconocen las proteinas opsoninas
especificas unidas a la superficie de las particulas. Para evitar el proceso de opsonizacién es
que se recurre a distintas estrategias de revestimiento que permiten a las nanoparticulas no ser
reconocidas temporariamente y es asi como aumentan su tiempo de vida medio de circulacién
en el torrente sanguineo.3?

En particular, las nanoparticulas magnéticas se recubren a menudo con un material
polimérico para (1) que sean biocompatibles y estables en fluidos fisiolégicos, (2) proporcionar
una superficie modificada que puede usarse para una funcionalizacién adicional, (3) aumentar la
estabilidad quimica y térmica, (4) disminuir la citotoxicidad.®* Esta modificacién superficial puede
incrementar la afinidad de inmovilizacién de distintas moléculas como farmacos, ligandos,
receptores, etc.35-37 Si la nanoparticula esta recubierta por cadenas poliméricas, el sistema se
denomina core-brush.

Ademas, si la capa polimérica utilizada para cubrir las nanoparticulas es termosensible
no sélo existe la posibilidad de utilizarlo como agente teragnostico debido a las propiedades
inherentes de las MNPs, sino que también se puede realizar una liberacion controlada

estimulada por la temperatura, cuando ésta supere la Tt del polimero utilizado.38
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2.3 METODOLOGIAS DE SINTESIS DE NANOGELES Y NANOPARTICULAS
MAGNETICAS CORE-BRUSH

Existen distintas técnicas y metodologias para la obtencién de nanogeles y
nanoparticulas magnéticas termosensibles tipo core-brush. En el siguiente apartado se explican
las polimerizaciones y reacciones quimicas mas utilizadas como también las metodologias

empleadas para lograr el control del tamafio del nanogel o nanoparticula.
2.3.1 Tipos de polimerizacion

Dependiendo de la estructura y funcionalidad de los monémeros, las polimerizaciones
radicalarias, cationicas y anidnicas, se presentan como alternativas sintéticas. Sin embargo, el
empleo de estas metodologias no permite el control del peso molecular de las cadenas
poliméricas. En respuesta a esta dificultad, se desarrollaron nuevas rutas sintéticas mediante el
uso de la polimerizacién radicalaria controlada (PRC). En los ultimos afios, han sido reportadas
distintas técnicas de PRC tales como la polimerizacion controlada por transferencia atémica
(ATRP por sus siglas en inglés),3*42 [a polimerizacién mediada por nitroxido (NMP por sus
siglas en inglés)*44 y polimerizacion por transferencia de cadena reversible de adicién-
fragmentacion (RAFT por sus siglas en inglés)#. Tanto ATRP como RAFT se basan en el
equilibrio dindmico entre especies activas y desactivadas. Las técnicas de PRC son una buena
manera de producir nanoparticulas poliméricas con peso molecular controlado y baja
polidispersidad.*6 Otras metodologias como aquellas que involucran apertura de anillo, las
reacciones de acoplamiento y la quimica click también se usan para sintetizar los NGs a partir de

mondmeros y polimeros funcionalizados.
2.3.1.1 Polimerizacion radicalaria no controlada

La polimerizacién radicalaria no controlada es una de las técnicas mas utilizadas para la
obtencion de nanogeles. Esta metodologia emplea monomeros vinilicos y un iniciador. Este
ultimo tiene un enlace labil que permite el inicio de la reaccion. Esta consta de tres etapas como

se muestra en la Figura 2.5.47
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Figura 2.5. Esquema de las etapas de la polimerizacion radicalaria no controlada.
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En una primera etapa se genera el radical en el iniciador ya sea por activacion térmica,
fotoquimica, etc. Este radical se adiciona a uno de los carbonos vinilicos para generar el radical
mas estable. A partir de alli, la cadena empieza a crecer al ir incorporando los mondémeros hasta
llegar a una etapa de terminacion, en donde puede haber una abstraccidn de un hidrégeno o dos
cadenas pueden encontrarse.

La principal ventaja de esta técnica es su versatilidad: puede realizarse en distintos
medios de reaccion, con cualquier monémero vinilico y resulta una metodologia simple. Una de
las desventajas que presenta esta técnica es que no se puede controlar el crecimiento de las
cadenas poliméricas y, por ende, el tamafio de la particula sintetizada. Es por esta razén que
esta técnica se utiliza para la sintesis de nanoparticulas poliméricas en combinacion a otras
metodologias que permitan el control de su tamafio. Asi, existen varias estrategias para la
sintesis de nanogeles utilizando polimerizacidn radicalaria no controlada mediante precipitacion o
miniemulsion. Ambas técnicas permiten lograr una dispersion de tamarios de las particulas muy

baja.6.13
2.3.1.2 Polimerizacion por apertura de anillo (PAA)

La polimerizacion por apertura de anillo se ha utilizado para la obtencion de polimeros
importantes comerciales tales como resina epoxi a partir de éteres ciclicos de anillo epodxidos de
3 miembros, poliésteres de ésteres ciclicos (lactonas), poliamidas de amidas ciclicas (lactamas),

polisiloxanos de siloxanos ciclicos, entre otros.4°
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En particular, la sintesis de polimeros originados mediante polimerizacion por apertura
de anillo epdxido ha sido ampliamente estudiada principalmente porque permite la obtencion de
poliéteres de gran interés bioldgico. La fuerza motriz para la PAA es la alta tensién anular de los
epdxidos. Esto permite la polimerizacion de monémeros de epdxido (IUPAC: oxirano) de tres
maneras: a) iniciado por base, b) iniciado por acido, y ¢) por polimerizacion por coordinacién.>

En particular, la PAA anidnica ha sido una de las metodologias més empleadas en los
ultimos afios y se basa en utilizar un nucléofilo como iniciador. Si se desea la obtencion de
poliglicerol (PG) de bajo peso molecular, se emplean compuestos de metales alcalinos para
catalizar y formar el nucledfilo. También se puede agregar un agente complejante para acelerar
la polimerizacién de epoxido.

El esquema de la reaccion de polimerizacién se muestra en la Figura 2.6. En una
primera etapa, se produce la desprotonacion parcial del iniciador alcoxido que es suficiente para
iniciar la polimerizacion mediante un ataque nucleofilico que marca el comienzo de la etapa de
propagacion. El crecimiento de la cadena puede verse como una polimerizacién con una
terminacion reversible, siendo que las mismas tienen un grupo hidroxilo latente que por accién

de una base fuerte puede perder el protdn para seguir con la polimerizacion. 5!

a ;
) ROH L” R—0

0] R o
B R0 4 LN —— oY
R R
- +
R OH 0 —_— R 0o
\O/Y L —— \OA{’\r \}/\O_
R R R n
ROH
R 0] R (0]
\01’\( \]/\0_ —_— \01/“\|/ \}/\OH
R n R n

Activo Latente

Y

+ mA\
Figura 2.6 Esquema de polimerizacién anionica por apertura de anillo.a) iniciacion, b)
propagacion.
Los poliéteres alifaticos generados por la polimerizacion por apertura de anillo (PAA) a

partir de los monémeros de o6xido de etileno (OE), dxido de propileno (OP) resultan de gran
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interés. En particular, el poliglicerol (PG) ha sido uno de los méas estudiados debido a sus
propiedades de biocompatibilidad y a sus potenciales aplicaciones en distintas areas como
farmacéuticas, cosméticas y médicas.52-54 Ademas, se lo utiliza para una amplia gama de
productos que van desde el cuidado de la piel hasta formulaciones de comprimidos, laxantes y

aditivos alimentarios.
2.3.1.3 Polimerizacion radicalaria controlada por transferencia atomica (ATRP)

La polimerizacién radicalaria controlada por transferencia atomica (ATRP) es una técnica
robusta para controlar de manera uniforme y con precision la composicién quimica y la
arquitectura de los polimeros, ademas del crecimiento uniforme de todas las cadenas del mismo.

El mecanismo mediante el cual se produce la polimerizacion por ATRP se esquematiza en la

Figura 2.7.5
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Figura 2.7 Esquema de reaccion de la polimerizacién radicalaria por transferencia atdmica.

El iniciador es un halogenuro de alquilo el cual reacciona para formar un radical que sera
el que inicie la polimerizacion. Estas especies se generan a través de un proceso rédox
reversible catalizado por un complejo de un metal de transicién Mn-Ligando (M" representa la
especie de un metal de transicion con estado de oxidacion ny L el ligando), el cual sufre una
transferencia de un electrén con una abstraccion simultanea del halégeno. Las especies latentes
reaccionan periodicamente con los metales de complejos de transicion en sus bajos estados de
oxidacién, Mn-Ligando con constante de velocidad de desactivacion (Kgesact). Esto produce
radicales que tienen un crecimiento intermitente (R¢) y un desactivador, el complejo de metal de
transicion en su estado de oxidacion mas alto (X-M(*'/L). La propagacién ocurre por la adicién
de las especies radicalarias al mondmero, con una constante de velocidad kp, de manera similar
a la polimerizacion radicalaria convencional. El crecimiento de cadena continlia hasta que el
radical propagante terminal reduce las especies oxidadas metalicas. El agente desactivador

reacciona con el radical que se propaga en la reaccion inversa (Kdesact) para volver a formar la
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especie latente y el activador. Por lo tanto, el mecanismo esté controlado por un equilibrio entre
los radicales que se propagan y las especies latentes, predominando las formas de haluros de
alquilo (R-X) que inician las especies radicalarias.40:41.5

Este proceso catalitico puede ser mediado por diversos complejos de metales de
transicion, siendo Cul/L y Cu'l/L uno de los sistemas cataliticos mas utilizados en este tipo de
reacciones. Sin embargo, también pueden emplearse otros metales tales como Ru, Fe, Mo, Os,
etc. Ademas, también existen una gran variedad de ligandos complejantes por ejemplo 2,2-
bipiridina (Bypy), (1,1,4,7,7) pentametildietilentriamina) (PMDETA) o (tris [2- (dimetilamino) etil]
amina) (Me6TREN). La seleccion del ligando 6ptimo depende del mondmero, el peso molecular
que se busca y las condiciones de reaccién. A su vez, distintos parametros deben ser
considerados para una ATRP. Entre ellos pueden nombrarse: la solubilidad, la estabilidad del
complejo metélico, el potencial redox y afinidad hacia haluros, el halogenuro empleado, etc.57%8

La metodologia correspondiente presenta algunas ventajas como que todas las cadenas
del polimero pueden crecer al mismo tiempo, por lo cual pueden obtenerse polimeros de peso
moleculares altos con baja dispersidad. Asimismo, si se agrega un segundo monémero puede
reactivarse el crecimiento de cadenas logrando copolimeros en bloque. Es decir, que la ATRP
posibilita el control preciso de la arquitectura molecular (composicién, topologia, y funcionalidad),
que conduce a la sintesis de diferentes materiales con aplicaciones interesantes.5%%9.60 Esta
técnica ha sido ampliamente utilizada para la modificacion de superficies planas, la sintesis de

nanogeles, y polimeros tipo estrellas.61-64
2.3.2 Quimica click promovida por tension anular

El concepto de quimica click fue introducido por Sharpless en el afio 2001.%> Las
principales ventajas de este procedimiento son los tiempos de reaccidn mas cortos y su mayor
reactividad. 8667 Adicionalmente, las reacciones de tipo click se caracterizan por su selectividad,
simple armado del sistema experimental, aplicabilidad en sistemas acuosos y aerdbicos,
tolerancia a una variedad de grupos funcionales, rendimientos cuantitativos y trabajo
experimental sencillo.8

En particular, el empleo de la reaccion azida-alquino de Huisgen libre de cobre
promovida por tensidn anular consta de un s6lo paso de reaccion en el cual el grupo azida de un
compuesto reacciona con el grupo alquino presente en un compuesto que tiene una gran tension

anular (Figura 2.8).5
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Figura 2.8 Esquema de la cicloadicion de Huisgen azida-alquino libre de cobre promovida por
tensién anular.
Particularmente, estas reacciones no tienen requerimientos adicionales y son mas

amigables con el medioambiente que las reacciones clésicas de quimica click ya que no utilizan
cobre, el cual es toxico. Esta técnica es muy prometedora en el area biolégica ya que permite la
modificacion simple de distintas moléculas bioldgicas como ADN, péptidos y proteinas sin alterar
sus funciones. De esta manera, distintas moléculas biolégicas podrian conjugarse a diversos

nanodispositivos.69
2.3.3 Metodologias de sintesis

Las técnicas de polimerizacién y sintesis descriptas anteriormente pueden ser utilizadas
para la obtencién tanto de polimeros a escala macro como nano. Para sistemas poliméricos en la
nanoescala se necesita una metodologia que permita tener un gran control del tamafio del
sistema final.

Existen dos enfoques principales para la creacion de particulas a escala nanométrica: el
enfoque top-down (litografia) y el enfoque bottom-up, en el que la escala nanométrica se controla
disefiando estructuras y conjuntos moleculares. Esta ultima metodologia es la mas extendida en
nanotecnologia y en la formacién de nanoparticulas poliméricas. Actualmente se conocen
distintas metodologias para la obtencion de nanoparticulas poliméricas. En la Tabla 2.1 se

muestra un resumen de las mas utilizadas.
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Tabla 2.1. Resumen de las técnicas méas utilizadas para la obtencién de nanoparticulas poliméricas.

| Técnica Principio Ventajas  Desventajas Referencias
Uso de
Versatil. surfactante.
Micelas de Distribucion de  Utilizacién de
tamafios tamafios entre equipos
Miniemulsion nanométricos 50-500 nm especiales 70-74
donde se Puede como
realiza la incorporarse ultrasonicador.
polimerizacién ~ unfarmacoin  Dificultad para
situ escalarla
sintesis.
A medida que
se forma el Proceso de un
limero, el Ini ) .
polimero, € tnico paso Solo funciona
mismo se Control del ,
encuentra tamanio entre con monomeros
Termoprecipitacion = . para obtener 15-17
insolublea T | 100-600 nm en olimeros
de reaccion,y  funcion de la P )
o termosensibles
por concentracion
consiguiente | de mondmeros
precipita
Utilizacion de
un :?Ivl:a;t; en Versatil, El par
oIimgro debe facilidad de solvente/no-
Nanoprecipitacion P incorporacion solvente se 74,78-80
ser soluble y , . . iy
de farmacos in  elige en funcion
un no-solvente ) )
(miscible con el Situ de los reactivos
solvente)
Condiciones Puede ser
Interacciones suaves de utilizado solo
electrostaticas reaccion. con
Autoensamblado L ,
fisico entre las Incorporacién copolimeros 81-84
cadenas de moléculas con
poliméricas bioactivas funcionalidades
sensibles especificas

2.3.3.1 Polimerizacion por termoprecipitacion

La polimerizacion por termoprecipitacion se utiliza en los casos en que los monomeros
son dispersables en un solvente especifico mientras que el polimero no. Es una metodologia util
para la preparacion de diversos NGs termosensibles tales como aquellos derivados del NIPA o
de OEG.”®
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La polimerizacion ocurre a una temperatura mayor a la Tt del polimero, encontrandose
dispersos tanto los mondémeros como el iniciador. La cadena polimérica comienza a crecer hasta
alcanzar un tamafio critico y precipita, generando particulas precursoras. En algunos casos
también se le adiciona un surfactante cuando alguno de los mondmeros no es soluble.8> Las
particulas precursoras insolubles se encuentran estabilizadas por la presencia del agente
surfactante i6nico (en concentraciones menores a la concentracion micelar critica, CMC). Estas
particulas crecen mediante la absorcion de monomeros e iniciadores. El diametro de las
particulas depende inversamente de la concentracion del surfactante, por lo que se pueden
obtener particulas pequefias aumentando la concentracion del mismo.”6:8 Cai y colaboradores®’
estudiaron el efecto del surfactante en la sintesis de nanogeles termosensibles derivados del
OEG demostrando que al incrementar la cantidad de surfactante, el tamafio del nanogel
disminuia.

El Laboratorio de Materiales Poliméricos (LAMAP) en colaboracion con el grupo del Dr.
Calderdn del Instituto de quimica y bioquimica de la Universidad Libre de Berlin, sintetizaron dos
nanogeles de PNIPA utilizando como agente entrecruzante poliglicerol dendritico acrilado

mediante termoprecipitacion como se muestra en la Figura 2.9.

»=0

NIPAm 0\ \:;\'\ TEMED
5% Ac-HPG 68°C, 250 pm. 4 h
‘:’# ~ -: Vagwe" : E i ‘: S S E 33§@
(a) Oligoradical — » (b) Particula — » (c) Particulaen —» (d) Nanogel
precursora crecimiento

Figura 2.9 Esquema de sintesis de nanogeles de PNIPA utilizando como agente entrecruzante
poliglicerol dendritico mediante termoprecipitacion. Reproducido de la referencia 23.
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Por un lado, se estudio la sintesis de nanogeles encontrando que se podia controlar el
tamafio y la T mediante la cantidad de poliglicerol. Estos nanogeles mostraron buenas
propiedades biolégicas en cuanto a citotoxicidad e internalizacion celular.2® Por otro lado, se
investigaron nanogeles de PNIPAM utilizando como co-monomero dendrones del tipo Newkome
obteniendo propiedades unicas con respuesta a distintos estimulos como el pH y la
temperatura.®

Por su parte, Calderdn y colaboradores® continuaron con el estudio de los nanogeles
basado en NIPA y poliglicerol dendritico evaluando su funcién como nanodispositivo de
liberacion de farmacos para tratamientos de enfermedades de la piel. La liberacién de albimina
de suero bovino (BSA) y asparginasa en la piel de cerdo se produjo al aumentar temperatura
especificamente en la epidermis de la piel carente de barreras y esta liberacidén se logré sin
pérdida de integridad y bioactividad de la proteina.®®* Ademas, se estudio la sintesis de
nanogeles incorporando como comonémero (2-dimetilamino) etil metacrilato (DMAEM). Se
demostr6 que tanto la Tt como el potencial Z de los nanogeles depende de manera drastica de la

proporcion de DMAEM y se logré exitosamente la incorporacion de doxorrubicina.?!
2.3.3.2 Nanoprecipitacion

La nanoprecipitacion es un método que implica el uso de un solvente organico que es
miscible con una fase acuosa y en el cual el polimero es soluble.” La formaci6n de las particulas
se genera mediante la disolucion del polimero en el solvente, y la inyeccion de esta solucion en
el no- solvente. Al inyectarlo, se produce una rapida difusién del solvente en el no-solvente y la
formacion de una suspension coloidal. El proceso de formacion de las particulas posee 3 etapas:
a) nucleacion, b) crecimiento y c) agregacion, en las cuales la tercera etapa ocurrira hasta la
formacion de una dispersion estable.®'.92 El tamafio de los nanogeles sintetizados mediante esta
metodologia pueden variar entre 80 y 300 nm y compuestos bioactivos pueden ser incorporados
facilmente de manera in situ.”®9

Esta técnica presenta varias ventajas como su simplicidad, que puede escalarse a nivel
industrial y que requiere sélo una ligera agitacion bajo condiciones suaves de reaccion. En
general, se obtienen NPs mas pequefias mediante este método.”

Actualmente, se encuentra en constante estudio el mejoramiento de esta técnica. Por un
lado, Liu y su grupo de investigacion® desarrollaron una plataforma secuencial microfluidica de
nanoprecipitacion mediante la cual se pueden obtener nanocompdsitos de estructura tipo core-

shell en un proceso continuo y rapido. Por otro lado, Reisch y colaboradores® desarrollaron una
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metodologia de nanoprecipitacion controlada por la carga del polimero permitiendo la obtencion
de nanoparticulas ultrapequenas.

Se encuentran reportadas nanoesferas de almidon lograndose un gran control en el
tamafio de las mismas variando la concentracion de almidon.® En esta misma linea, Geissler et
al.% estudiaron la sintesis de nanoparticulas de ésteres de estearoil de celulosa encontrando
también una dependencia del tamafio de las nanoparticulas en funcién de la concentracion de
celulosa. A su vez, demostraron la factibilidad de utilizar estas nanoparticulas para la fabricacion
de superficies superhidrofobicas con respuesta a la temperatura.

Por otra parte, Yan y colaboradores® reportaron el disefio de nanocapsulas basadas en
Poli(N-(2-hidroxipropil) metacrilamida) (PHPMA) mediante nanoprecipitacion y demostraron una
eficiencia de encapsulacién de farmacos anticancerigenos dentro de las mismas. Ademas,
Calderon y su grupo de investigacion sintetizaron mediante nanoprecipitacién nanogeles
basados en PNIPA.80

2.4 ANTECEDENTES DE LOS SISTEMAS DE ESTUDIO

2.4.1 Nanogeles termosensibles

En la actualidad existen varios reportes de nanogeles termosensibles utilizando distintos
mondmeros. Por ejemplo, se reportd la sintesis de nanogeles termosensibles de gelatina y
PNIPA con una temperatura de transicion de fase alrededor de 32 °C. Se observd una
considerable reduccion de volumen inducida térmicamente debido a la transicion de la cadena de
gelatina dentro del gel de una conformacién hélice a una desordenada.®

Ademas, se han disefiado distintos nanogeles termosensibles de PVCL. Wang y
colaboradores'® sintetizaron un nanogel de PVLC incorporando enlaces disulfuro utilizando
como entrecruzante N,N’-bis(acriloil) cistamina (BAC). Se demostr6 la biocompatibilidad y la
degradabilidad de estos nanogeles inteligentes y su potencial empleo como nanodispositivo con
respuesta a la temperatura, al pH y al potencial rédox. Por su parte, Madhusudana Rao y su
grupo de investigacion0! obtuvieron nanogeles pH y termosensibles a partir de VCL y acido
acrilamidoglicolico (AGA) que logré incorporar 5-Flurouracil, un farmaco contra el cancer, al
sistema. Los estudios de liberacion in vitro de 5-FU demostraron la naturaleza dual (pH y
temperatura) de estos NG.

Por otro lado, Calderén y colaboradores han estado investigando nanogeles dendriticos
termosensibles.2!.102-105 Asj  sintetizaron diversos nanogeles basados en PNIPA vy poliglicerol
dendriltico. en un rango amplio de tamafios, de 100 nm a 600 nm, variando asi sus aplicaciones
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ya sea para liberacion controlada de farmacos anticancerigenos o bien para aplicacion
dérmica.’7.106

Los nanogeles basados en oligoetilenglicol también han captado el interés cientifico. Cai
y colaboradores®’ sintetizaron nanogeles de (MEO2MA-co-OEGMA) obteniendo un control de la
Tt variando la relacion entre los mondmeros. Ademas, el grupo de investigacion del Dr. Calderén
reportaron la sintesis de nanogeles a partir de MEO2MA utilizando como entrecruzante

poliglicerol dendritico.103.104 E| esquema de reaccion se puede observar en la Figura 2.10.
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Figura 2.10 Esquema de reaccion de la sintesis de nanogel a partir de dPG y monémeros derivados de
oligo etilenglicol. Reproducido de la referencia 103.

Los estudios demostraron tanto el comportamiento termosensible del sistema como la
factibilidad de anclar una serie de colorantes para la utilizacion de este nanodispositivo para

terapia fotodinamica y fototérmica
2.4.2 Nanogeles hibridos

Existen diversos ejemplos de distintos nanogeles hibridos. En particular, se encuentran
reportados diversos nanogeles magnéticos y termosensibles con la incorporacion, principalmente
fisica de las MNPs. Se han utilizados distintos monémeros tales como NIPA,107-109 \/CL 110
AM,"" quitosano, 12113 para la sintesis de los nanogeles. En particular, Liu G. y colaboradores !0
sintetizaron un NG de PNIPA cargado con MNPs de magnetita y demostraron la potencial
capacidad del sistema para la liberacion controlada de farmacos. Asimismo, Liu J. y
colaboradores'0 incorporaron nanoparticulas de maghemita en nanogeles basados en
poli(vinilalcohol-b-N-vinilcaprolactama) [P (VA-b-VCL)] para la liberacion de doxorrubicina (DOX)
y debido a las propiedades superparamagnéticas de las MNPs la liberacion del farmaco se vio
acelerada por el empleo del campo magnético alternante. Del mismo modo, Chiang y su grupo

de investigacion''4 informaron la sintesis de un nanogel magnético formado por polietilenglicol
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(PEG), acido acrilico (AA) y PNIPA utilizando como entrecruzante 2-metacriloxietil acrilato (MEA)
y observaron también un incremento en la liberacién de DOX.

Por otro lado, Jiang y colaboradores'® disefiaron nanogeles sensibles al pH y a la
temperatura conjugados a lactoferrina marcada con cianina 5.5 (Cy5.5-Lf) utilizando como
mondmeros AA y NIPA y como entrecruzante N,N’-metilenbisacrilamida e incorporando MNP de

oxido de hierro como se esquematiza en la Figura 2.11.
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Figura 2.11 Sintesis de nanoparticulas magnéticas, intercambio de ligando y sintesis de nanogeles
magnéticos. Reproducido de la referencia 115.
Del mismo modo, Bhattachary et al.!'61" reportaron nanogeles con respuesta a la

temperatura y el pH y la formacion in situ de nanoparticulas de dxido de hierro en la estructura
del nanogel. Los mondmeros utilizados para la sintesis fueron N-vinilcaprolactama (VCL),
acetoacetoxietil metacrilato (AAEM) y vinilimidazol (VIm). La combinacién Unica de las diferentes
respuestas a estimulo en estos dispositivos hibridos hace que sean interesantes candidatos para

aplicaciones de liberacién de farmacos controlados magnéticamente.
2.4.3 Nanoparticulas magnéticas core-brush

Uno de los polimeros mas utilizados para recubrir nanoparticulas es el polietilenglicol
debido principalmente a que las cadenas de PEG en la superficie de la nanoparticula crea una
barrera para bloquear la adhesion de las opsoninas presentes en el suero sanguineo, por lo que
las nanoparticulas pueden permanecer camufladas e invisibles a las células macrofitas.?3 Existen
numerosos reportes de la utilizacion de este polimero para el recubrimiento de nanoparticulas
magnéticas. Por ejemplo, Castillo y colaboradores''® estudiaron la encapsulacion de
camptotecina en nanoparticulas magnéticas ultrapequefias desnudas y nanoparticulas
recubiertas con PEG. Para la sintesis de este sistema core-brush, primero modificaron
superficialmente la nanoparticula con grupos carboxilicos para la posterior union covalente del

PEG con terminales amino como se esquematiza en la Figura 2.12.

-Capitulo 2-



INTRODUCCION Y OBJETIVOS GENERALES [EXIEEEEER

o]

OH ,:oj/\)J\OH
(o] USM----0
o (0] (USM-Suc)

O
0, NOH
(o] (o] 1. EDC/NHS
HO\(\/J\ o NH
() 2. H.N (o) ~TN 2
i N ’\/\[ /\tz
(0]

$

i'- N
0%
HO *
‘QMN‘(\/\{O/\%OWNHZ
USM....0 “WH) 32

(USM-PEG)

Figura 2.12 Esquema de modificacion superficial de nanoparticulas magnéticas ultrapequefias (USM) con

cadenas de PEG. Reproducido de la referencia 118.

Para ambas nanoparticulas se logré una exitosa incorporacién de la camptotecina. Se
demostré que la modificacién superficial de las nanoparticulas con PEG permite la encapsulacion
de una gran cantidad de camptotecina con una capacidad de incorporacién del 26 %.

En consecuencia, existen algunos antecedentes de nanoparticulas magnéticas y
termosensibles tipo core-brush. Wang y colaboradores? sintetizaron nanoparticulas magnéticas
hibridas sensibles a la temperatura para la liberacién de farmacos. Para ello recubrieron MNPs
con poli(éxido de etileno)- poli(L-lisina) e incorporaron DOX al sistema. Se demostrd la liberacién
de DOX debido a los efectos sinérgicos de los polimeros termosensibles y del calentamiento

inducido magnéticamente.
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El cancer es una de las enfermedades mas temidas y una gran amenaza para la vida
humana. Entre los tratamientos que se realizan actualmente contra esta patologia se encuentra
la quimioterapia convencional que no siempre es exitosa. La misma proporciona el agente
anticancerigeno toxico indiscriminadamente tanto a tumores como a érganos y tejidos normales.
Por lo tanto, el desarrollo de un nanodispositivo que permita la administracién selectiva de
farmacos en los tejidos enfermos y no en los sanos, resulta de gran interés ya que permitiria
evitar efectos secundarios sistémicos indeseables.

Un nanodispositivo ideal para el tratamiento del cancer, como ya se ha mencionado,
debe cumplir, entre otras, las siguientes condiciones:

« Tamafios nanométricos que faciliten el proceso de evasion del sistema reticulo
endotelial (RES) y que permitan la permeabilidad mejorada y la retenciéon de farmacos en
tumores sdlidos debido al efecto de permeacion y retencién mejorada (EPR).

+ Capacidad para incorporar medicamentos que pueden ser liberados bajo la accién de
un estimulo externo en una parte especifica del cuerpo.

* Tener una superficie activa para permitir modificaciones post-sintéticas con grupos
targeting a los fines de unirse a receptores especificos de membrana de las células tumorales.

+ Capacidad de deteccidn y captura de células circulantes de metastasis.

En este contexto y frente a la necesidad de conocer cémo las diferentes metodologias
sintéticas afectan la eficiencia de nanodispositivos en su capacidad de administrar de forma
selectiva un farmaco anticancerigeno o bien la posibilidad de ser utilizados para terapia guiada o
en el tratamiento por hipertermia, se realizd este trabajo de tesis doctoral.

El objetivo general de esta tesis fue estudiar distintas metodologias de sintesis para el
disefio racional de nanodispositivos hibridos, formados por nanoparticulas magnéticas de 6xido
de hierro y un polimero termosensible. Se eligieron nanoparticulas de magnetita debido a que
presentan varias ventajas como su biocompatibilidad, su comportamiento superparamagnético,
adicionalmente, éstas ya han sido aprobadas por la FDA para el uso en humanos como agentes
de contraste para IRM. Por otro lado, la motivacion principal para la utilizacién de un polimero
termosensible radica en que el polimero puede sufrir un cambio conformacional en respuesta a
la temperatura. Asi, si la temperatura de transicion de fase de estos polimeros se regula para
que sea alrededor de 39-40°C, los nanodispositivos podrian circular por los vasos sanguineos,
cuya temperatura es de 37°C, y luego precipitar en el tejido tumoral donde su temperatura es

aproximadamente de 42°C, liberando el farmaco de su interior. Por Gltimo, el combinar de forma
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sinérgica tanto las caracteristicas del polimero como las propias de las nanoparticulas
magnéticas posibilita su empleo en el campo de la teragnosis logrando asi crear un
nanodispositivo con multirespuesta para su uso tanto en el diagndstico y seguimiento, como en
el tratamiento del cancer. Como metodologia de sintesis de los nanodispositivos se decidid
emplear polimerizacion radicalaria (controlada y no controlada) y quimica click.

A partir de este objetivo planteado, la investigacion abordé el estudio de dos
nanodispositivos con distinta morfologia. Por un lado, la obtencion de nanogeles magnéticos y
termosensibles y por otro, la de nanoparticulas magnéticas tipo core-brush como se esquematiza

enlaFigura 2.13 (ay b).

~J - Polimero
termosensible

QD = MNPdeoxido
de hierro

Nanoparticula
core-brush

Nanogel

Figura 2.13 Esquema de los sistemas estudiados en el transcurso de esta tesis doctoral.
En la primera parte, para la obtencion de los nanogeles magnéticos y termosensibles, se
plantearon los siguientes objetivos especificos:

a) Sinterizar nanogeles termosensibles utilizando como metodologia la
ultrasonicacién. Caracterizar y realizar estudios bioldgicos.

b) Obtener nanogeles magnéticos y termosensibles mediante sintesis asistida por
ultrasonicacién. Caracterizar y evaluar los mismos como agente de contraste y
nanotransportadores.

c) Sintetizar nanogeles magnéticos y termosensibles mediante quimica click,
empleando nanoprecipitacion asistida por ultrasonicacion como metodologia de
sintesis. Caracterizar y evaluar potenciales aplicaciones de los sistemas en
nanomedicina.

Para el desarrollo de la segunda parte, la obtencion de las nanoparticulas magnéticas tipo
core-brush, se planearon los siguientes objetivos especificos:

a) Sintetizar de nanoparticulas magnéticas tipo core-brush utilizando ATRP.

b) Sintetizar de nanoparticulas magnéticas tipo core-brush mediante quimica click.
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El desarrollo de esta Tesis se realiz6 en el marco de un proyecto bilateral de
colaboracion internacional entre Argentina y Alemania (Conicet/DFG) con el grupo del Dr.
Marcelo Calderon de la Universidad Libre de Berlin y becas de The Integrated Research Training
Group (IRTG) of the CRC 1112 y del Servicio Aleméan de Intercambio Académico (DAAD). El
mismo involucrd un trabajo no solo sintético sino también mas integral, donde interactuan
fuertemente distintas areas de la ciencia, como la quimica (quimica organica tradicional, la
fisicoquimica de superficies e interfaces), la fisica, la biologia, la nanotecnologia y la medicina.
Por esta razon, se ha enfatizado el abordaje interdisciplinario de los sistemas estudiados,
pudiendo emplear distintas estrategias sintéticas y una amplia gama de técnicas.

Con este trabajo se espera contribuir a la obtencién de distintos nanodispositivos
hibridos que posibiliten 0 ayuden a superar los desafios y problemas que enfrenta la medicina
convencional, demostrando la ventaja de combinar dos estimulos como la temperatura y el

campo magnético en el disefio racional del nanodispositivo.
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3.1 MATERIALES

Los solventes adquiridos fueron de grado reactivo y se destilaron si era necesario. Los

reactivos empleados fueron di(etilenglicol) metil éter metacrilato (MEO2MA, 95%, Sigma Aldrich),
oligo(etilenglicol) metil eter metacrilato (Mn 475 g/mol, OEGMA, Sigma Aldrich), 2-hidroxietil eter
metacrilato (HEMA,Sigma Aldrich), tetra(etilenglicol) dimetacrilato (TEGDMA, Sigma Aldrich) ,
dodecil sulfato de sodio (SDS, Biopack), persulfato de amonio (APS, Anedra),
tetrametiletilendiamina (TEMED, Sigma Aldrich), rodamina B (RhB, Sigma Aldrich), Cloroformo-d
(CDCls, Sigma Aldrich), agua deuterada (D20, Sigma Aldrich), dimetilformamida (DMF, Sigma
Aldrich), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC, Sigma Aldrich), 4-dimetilaminopiridina
(DMAP, Sigma Aldrich), metanol (MeOH, Sintorgan), Glicidil metil éter (GME) (85%, TCI Europe,
Eschborn, Alemania), etil glicidil éter (EGE) (98%, TCI Europe), Trietilamina (TEA, 99% Acros),
cloruro férrico hexahidratado (FeCl3e6H20, 99% Grissing), cloruro ferroso tetrahidratado
(FeCl204H20, 99% GrUssing), hidroxido de amonio (NH4OH,25% Roth), acido nitrico (HNOs,
=265% Roth), acido picrico (1,3% en agua, Sigma Aldrich), acetona seca (99 % Acros), (3-
aminopropil) trietoxisilano (APTES, 99% Sigma Aldrich), 3 (metacriloxi)propil trimetoxisilano,
(MEMO, 98 % Sigma Aldrich), 3 cloropropil trimetoxisilano, (CPE), 98 % Sigma Aldrich), bromuro
de 2-bromoisobutirilo (Sigma Aldrich), (1R, 8S, 9s)-biciclo[6.1.0]non-4-in-9-il-metil (4-nitrofenil)
carbonatep(BCN-PNP), cloruro de dansilo (=99% Sigma Aldrich), transferrina humana (Sigma
Aldrich), azida-dPEG™12-NHS éster (Creosalus), azida-dPEG™g-NHS éster (Creosalus), azida-
dPEG™4-NHS éster (Creosalus), 1,1,4,7,10,10-Hexametiltrietllentetramina (HMTETA, 97 % Sigma
Aldrich), 2,2"-bipiridina (BPy, 97 % Sigma Aldrich), cloruro cuproso (CuCl, 99 % Sigma Aldrich),
cloruro cuprico (CuClz, 99 % Sigma Aldrich), metacrilato de metilo (MMA, 98 % Sigma Aldrich),
Tetrahidrofurano seco (THF, 99 % Acros), cloruro de metansulfonilo (98 % Sigma Aldrich), azida
de sodio (Across), sulfato de magnesio (MgSQOs, Acros), éter etilico (Acros), etanol absoluto
(Sinorgan), doxorrubicina clorhidrato (DOX.HCI, Sigma Aldrich) .
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3.2 METODOLOGIAS

3.2.1 Sintesis de nanoparticulas magnéticas (MNP)

Para llevar a cabo la sintesis de las MNP se baso en la técnica de coprecipitacion de sales
de hierro." Se colocaron las dos sales, FeCls.6H20 (16.136 g) y FeCl2.4H20 (5.556 g) en un balén
de 250 mL junto con 130 mL de agua MilliQ. Se agregaron gota a gota 70 mL de NHsOH (3 M) y
se dejo bajo agitacién magnética durante 15 minutos. Luego, las nanoparticulas fueron separadas
magnéticamente, se descarté el sobrenadante. Las MNPs fueron resuspendidas en 20 mL de
HNOs (2 M) y se agité durante 15 minutos. Para purificar se realizaron 3 lavados con acetona, uno
con etanol, y dos lavados con agua para dejarlas suspendidas finalmente en agua para posteriores

analisis.

3.2.2 Sintesis de dansilazida

Para llevar a cabo la sintesis de dansilazida se siguié el protocolo descripto por Peng y
colaboradores?. De manera general, se suspendieron 250 mg (0,93 mmol) de cloruro de dansilo
en 15 mL de etanol absoluto y se le agregd gota a gota 125 mg (1,92 mmol) de NaNs disueltos en
7 mL de una mezcla etanol:agua (40:60) bajo campana. Se dejo reaccionar a temperatura
ambiente durante 3 h. Se extrajo el crudo de reaccidn con éter etilico y se secd con MgSOsy se
purific6 mediante cromatografia en columna con silica gel utilizando como fase movil

diclorometano. El producto se caracterizd mediante IR y RMN 'H.

3.2.3 Modificacion supeficial de MNPs
3.2.3.1 Funcionalizacion con grupos vinilo

Para realizar la funcionalizacion superficial de las nanoparticulas, se siguid el protocolo
reportado por Bloemen y colaboradores® con algunas modificaciones. Brevemente, se
suspendieron 50 mg de MNPs en 26 mL de una mezcla EtOH:H20 (1:1). Luego se agregaron 2
mL de MEMO 'y la dispersién resultante se sonicé 5 veces durante 2 minutos con un ultrasonicador
(70 % potencia, sonicador de punta Bandelin UW 2070 o Omni-Ruptor 400). El crudo de reaccién
se purifico mediante separacién magnética y se lavd 3 veces con acetona. Finalmente, las

MNP@MEMO fueron resuspendidas en agua y se caracterizaron mediante FT-IR, TEM.

3.2.3.2 Funcionalizacion con grupos amino

Se suspendieron 50 mg de MNPs en 26 mL de una mezcla EtOH:H20 (1:1). Luego se
agregaron 2 mL of APTES y la dispersion resultante se sonicd 5 veces durante 2 minutos con un
ultrasonicador (70 % potencia, sonicador de punta Bandelin UW 2070 o Omni-Ruptor 400). El
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crudo de reaccion se purifico mediante separacion magnética y se lavo 3 veces con acetona.
Finalmente, las MNP@APTES fueron resuspendidas en DMF y se caracterizaron mediante FT-IR,
TEM.

Para realizar la cuantificacion de los grupos amino se siguié el protocolo reportado por
Wang y colaboradores®. Primero, se midi6 la absorbancia a la longitud de onda méxima, 430 nm
mediante espectrofotometria UV-visible de una solucion de &cido picrico 5,674 x10-5 M. 1 mL de
esta solucidn se puso en contacto con 300 pL de la solucion de MNP@APTES. Luego de media
hora, las MNP@APTES se recolectaron con un iman y se midié la absorbancia del sobrenadante

nuevamente a 430 nm.

3.2.3.3 Funcionalizacion con grupos BCN

Se disolvieron 2 mg de BCN-PNP en 20 mL de una dispersion de MNP@APTES en DMF.
Luego se agregaron 200 uL de TEA y se agitd durante 6 h. El crudo de reaccion se purifico
mediante separacion magnética y se lavé 3 veces con acetona. Finalmente, las MNP@APTES
fueron resuspendidas en DMF y se caracterizaron mediante FT-IR, TEM.

Para realizar la cuantificacién de los grupos BCN se conjugaron las MNP@BCN con el
colorante dansilazida. Primero, se midio la absorbancia a 362 nm mediante espectrofotometria
UV-visible de una solucién de dansilazida (0,18 mM, DMF). 1 mL de esta solucion se puso en
contacto con 300 pL de la solucién de MNP@BCN. Luego de media hora, las MNP@BCN se

recolectaron con un iman y se midio la absorbancia del sobrenadate nuevamente a 362 nm.

3.2.3.4 Funcionalizacion con grupos haldégeno
3.2.3.4.1 Funcionalizacion con grupos cloruro

Para llevar a cabo la silanizacion se disolvieron 50 mg de MNPs en 26 mL de una mezcla
EtOH:agua (1:1). Luego se agreg6 una cantidad determinada de 3 cloropropil trimetoxisilano
(CPM). La mezcla se sonicd 5 veces durante 2 minutos con un ultrasonicador en punta (70 %
potencia, sonicador en punta Omni-Ruptor 400). La purificacién se llevo a cabo mediante 3 lavados
con acetona para finalmente resuspenderlas en etanol.
3.2.3.4.2 Funcionalizacion con grupos bromuro

En una primera instancia se llevo a cabo la modificacion superficial de las MNP con APTES
como se describié en la seccidn 3.2.3.2. En una segunda etapa, se modificaron los grupos amino
con bromuro de 2-bromoisobutirilo siguiendo el protocolo reportado por Liu y colaboradores®. De
manera general, 100 mg de MNP@APTES, 143 pL de TEA y 2,4 mL de CH2Clz anhidro se

colocaron en un balén de 5 mL. La mezcla se mantuvo bajo agitacion en bafio de hielo y se
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agregaron gota a gota 109,5 uL de bromuro de 2-bromoisobutirilo. Se dejé reaccionar 12 h bajo
atmosfera inerte. Las MNPs se purificaron mediante separacion magnética y lavados con acetona.
3.2.4 Sintesis de poliglicerol termosensible (tPG)

3.2.4.1 Sintesis de poliglicerol, Br-tPG-OH (5,10,15 kDa)

La sintesis de los polimeros lineales termosensibles se realizd de acuerdo al
procedimiento reportado por Giulbudagian y colaboradores®. A continuacion, se describe el
método general de sintesis de Br-tPG-OH (5 kDa, relacién 1:1 de monémeros): Las reacciones se
llevaron a cabo bajo atmdsfera inerte en un tubo de Schlenk, el cual fue secado mediante ciclos
de Ary flameo antes del agregado de los reactantes al mismo.

En una primera instancia, se adicionaron al tubo de Schlenk 0,2297 g (0,42 mmol, 1 eq.)
de NOct4Br junto con el agitador magnético y se seco el solido bajo vacio a 70 °C. Luego, se
agregaron 22 mL de tolueno anhidro, 0,88 g de GME (10 mmol), 1,02 g (10 mmol) de EGE y se
enfrié a 0 °C para de este modo evitar la precipitacion de la sal de amonio. La polimerizacion fue
activada mediante el agregado de 1,44 mL de una solucién 1 M de i-Bu3Al (1,54 mmol), y se dejo
reaccionar por 24 h a temperatura ambiente. La reaccion fue detenida mediante el agregado de
EtOH (0,015 mL) y se purificé mediante dialisis a temperatura ambiente con una membrana de 2
kDa MWCO en tolueno por 72 h. Rendimiento 1,67 g, 83 %. 'H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm)
= 3,89-3,94 (m, 1H, OH terminal), 3,39-3,71 (m, 409 H, esqueleto del polimero), 3,33 (s, 105 H, -
OCHs), 1,16 (t, 82 H, -OCH2CH3). FT-IR: v (cm') = 2870, 1456, 1198, 1103, 961, 930, 872. GPC:
Mn = 4746 g mol', Mw = 5175 g mol, Mz = 5586 g mol-', PDI = 1,09

3.2.4.2 Sintesis de poliglicerol monoazidado, tPG-N3 (10 kDa)

Se pesaron 0,9088 g (0,091 mmol) de Br-tPG1okoa-OH y se disolvieron en 10 mL de DMF
seca. Se agregaron 0,0710 g (1,1 mmol) de NaNs formandose una suspension, la cual se dejé
reaccionar a 85 °C por 3 dias bajo agitacién magnética. La sal amarronada se eliminé mediante
filtracién y el producto obtenido se dializ6 (membrana 2 kDa MWCOQO) en metanol por 1 dia. El
solvente se evapor6 para obtener el producto seco. Rendimiento 0,4025 g (89%). RMN 'H ( (400
MHz, CDCl3); & (ppm): 3,89-3,94 (m, 1H, OH terminal), 3,39- 3,71 (m, 409H, esqueleto del
polimero), 3,33 (s, 105H, -OCHzs), 3,09 (m, 3H, -SO3-CHs), 1,16 (t, 82H, -OCH2CHs)

3.2.4.3 Sintesis de poliglicerol diazidado, N3-tPG-N3 (5,15 kDa)
Primero se realiz6 la mesilacion del Br-tPGskpa-OH. Para ello, en un balon se secaron 1 g
(0,2 mmol) de Br-tPGskoa-OH a 110 °C y en vacio. Se disolvieron en 7 mL de THF seco, se

agregaron 404 mg de TEA (4 mmol) y se coloco en un bafio de hielo. Luego se agregaron 229 mg
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(2 mmol) de cloruro de metansulfonilo gota a gota y se dejé reaccionar a temperatura ambiente
durante 16 h. La sal de amonio se removié mediante filtracion y se purifico mediante diélisis
(membrana 2 kDa MWCOQ) en metanol por 1 dia y se evapord el solvente a presion reducida.
Rendimiento: 856 mg (86 %); RMN 'H (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 3.39-3.71 (m, 409 H, esqueleto
del polimero), 3.33 (s, 105 H, -OCHgs), 3.09 (m, 3H, -SO3-CHs), 1.16 (t, 82 H, -OCH2CH3). FT-IR: v
(cm-") = 2871, 1456, 1198, 1108, 963, 930.

Finalmente, se disolvieron 800 mg (0,16 mmol) del tPG mesilado en 7 mL de DMF anhidra,
se agregaron 208 mg (3,2 mmol) de NaNs y se agitd la suspension a 60 °C durante tres dias de
acuerdo a lo reportado por Roller y colaboradores’. Una vez filtrada la sal, el crudo de reaccion se
purificé mediante dialisis (membrana 2 kDa MWCQO) en metanol durante dos dias y se evaporo el

solvente a presion reducida.

3.2.5 Conjugacion de transferrina (Tf) al espaciador derivado de PEG

Para realizar la conjugacion de la transferrina, se utilizaron tres espaciadores del tipo Ns-
PEGnh-NHS con distintos largos de cadena n= 4, 8 y 12. Asimismo, se utilizaron 5 diferentes
relaciones Tf.espaciador: 1:1, 1:2, 1:5, 1:10 y 1:20. Para ello, en 5 mL de agua MilliQ se
mezclaron 25 mg (3,16 x 104 mmol) de transferrina humana junto con la cantidad correspondiente
del espaciador. La solucién se agité a temperatura ambiente durante 2 h. Los conjugados Tf-
PEGn-N3 obtenidos se purificaron mediante dialisis (membrana 50 kDa MWCO) en agua durante
tres dias y se liofilizaron. La caracterizacion de los conjugados se realizé mediante espectrometria
MALDI-TOF, DC y RMN "H.

3.2.6 Sintesis de nanogeles
3.2.6.1 Sintesis asistida por ultrasonicacion de nanogeles (NG)

De manera general, se colocaron los mondémeros MEO2MA, OEGMA (1 mmol), el co-
mondmero HEMA, el entrecruzante TEGDMA (1,5 mol%), en 10 mL de agua destilada. Luego, se
agregaron el surfactante SDS (1,6 mol%), el iniciador APS (1,6 mol%) y el activador TEMED (0,3
mL, 0,25 M). La solucion se calentd a 60 °C y se ultrasonicé 6 veces (1 min) discontinuamente al
70% de potencia durante el tiempo de reaccion (sonicador en punta Omni-Ruptor 400). Los
nanogeles fueron purificados mediante dialisis en agua durante 3 dias a temperatura ambiente
utilizando una membrana con MWCO 50 kDa. En la Tabla 3.1 se describen las distintas condiciones

estudiadas.
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Tabla 3.1 Condiciones de sintesis de los distintos nanogeles.

Relacion molar Tiempo  Temperatura

Muestra  yEo,ma:0egMA  HEMA  (min) °C) HENED
1 180
2 120
3 90
60
4 60
5 30 S
9:1 4%
6
7 50
8 15 40
9 Tamb
10 NO
NG 1 6:4 4% 15
NG 2 7:3 4% 30
NG 3 7:3 4% 15
60
NG 4 8:2 4% 30 sl
NG5 8:2 4% 15
NG 6 8:2 8% 15
NG 7 9:1 4% 15
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3.2.6.2 Sintesis asistida por ultrasonicacion de nanogeles magnéticos (MNG)

De manera general, se colocaron los monémeros MEO2MA, OEGMA (1 mmol), el co-
mondémero HEMA y las nanoparticulas magnéticas (MNP@MEMO) en 10 mL de agua destilada.
Luego, se agregaron el surfactante SDS (1,6 mol%), el iniciador APS (1,6 mol%) y el activador
TEMED (0,3 mL, 0,25 M). La solucién se calentd a 60 °C y se ultrasonicd 6 veces (1 min)
discontinuamente al 70% de potencia durante el tiempo de reaccidn (Sonicador en punta Omni-
Ruptor 400 o Bandelin UW 2070). Los nanogeles fueron purificados mediante separacion magnética
y posterior didlisis en agua durante 3 dias a temperatura ambiente utilizando una membrana con

MWCO 50 kDa. En la Tabla 3.2 se describen las distintas condiciones estudiadas para la sintesis de los
MNG.

Tabla 3.2 Condiciones de sintesis de MNGs.

Relacion molar MEO:MA:OEGMA MNP@MEMO

'MNGT g9 o

MNG 2 82 15

VNG 3 8:2 2,3

VNG 4 8:2 3,0

MNG 5 —

MNG 6 9:1

MNG 7 95:05 1,5

MNG 8 10:0

3.2.6.3 Sintesis asistida por ultrasonicacion de nanogeles magnéticos mediante quimica

click

Para la sintesis de MNGs mediante quimica click, se calentaron 20 mL de agua MilliQ a 50 °C en
un frasco de 30 mL. Por otra parte, se prepar6 una solucién de DMF con volumen final 1 mL conteniendo
las MNP@BCN y el polimero Ns-tPG-Ns de 10 KDa y se enfri6 en un bafio de hielo. Esta mezcla se inyectd
en los 20 mL de agua y se ultrasonicé 6 veces (1 min) discontinuamente al 70% de potencia en los
15 minutos de reaccion (Sonicador en punta Bandelin UW 2070). Entre cada ultrasonicacion, el crudo de
reaccion se agitd magnéticamente. El producto se purificé mediante 3 lavados con acetona y separacion

magnética. Los mismos se caracterizaron mediante FT-IR, NTA, TEM, DLS y TGA.
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3.2.6.4 Sintesis asistida por ultrasonicacion de nanogeles magnéticos decorados con
transferrina (MNG@Tf)

Para la sintesis de los MNG@TT, se calentaron 20 mL de agua MilliQ a 50 °C en un frasco
de 30 mL. Por otra parte, se prepar6 una solucion de DMF con volumen final 1 mL conteniendo
tanto las MNP@BCN como el polimero N3-tPG-N3 y se enfrié en un bafio de hielo. Esta mezcla se
inyectd en los 20 mL de agua y se ultrasonico 6 veces (1 min) discontinuamente al 70% de potencia
en los 15 minutos de reaccion (Sonicador en punta Bandelin UW 2070). Entre cada ultrasonicacion,
el crudo de reaccion se agitd magnéticamente. Una vez finalizado el tiempo de reaccidn, se inyecto
el conjugado, Tf-PEGn-Ns. El producto se purificd mediante 3 lavados con acetona y separacion
magnética. La Tabla 3.1 muestra las distintas condiciones de reaccién para cada MNG@Tf
sintetizado. Los mismos se caracterizaron mediante IR, NTA, TEM, DLS y medidas de
magnetizacion. La cuantificacion de Tfen los nanogeles se obtuvo a través del ensayo de Bradford.

En la Tabla 3.3 se describen las distintas condiciones estudiadas para la sintesis de los MNG@TT.
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Tabla 3.3. Condiciones de sintesis de los distintos MNG@TT.
N3-tPG-N3

Tf-PEG.-N;
: Dispersion de
Muestra Rel_la_lfc_:ién ool MNP@BCN (L)
espaciador
MNG@TF 1 -
MNG@Tf 2 4
MNG@T 3 8 111
MNG@Tf 4 12
MNG@Tf 5 4
MNG@TF 6 8 1:3
MNG@Tf7 5 10 12
MNG@Tf 8 ? 4 ¥ 500
MNG@Tf 9 8 1:5
MNG@TF 10 12
MNG@Tf 11 4
MNG@TF 12 8 19
MNG@TF 13 12
MNG@Tf14 15 30 8 1:3

3.2.7 Modificacion de nanogeles con rodamina B

La modificacién de los nanogeles con RhB se realizé mediante la formacion de un éster
entre los grupos hidroxilo del NG y los &cidos carboxilicos de la RhB. Se suspendieron 7,5 mg de
nanogel en 200 puL de DMF seca. Por otro lado, en 300 uL de DMF se disolvieron 4,2 umol de
RhB, 6,44 umol de EDC y 5,25 umol de DMAP y se agit6 la soluciéon resultante durante 10 min.
Finalmente se mezclaron ambas soluciones y se dejé reaccionar bajo agitacion durante 16 h. Los
nanogeles modificados se purificaron mediante dialisis, primero en una soluciéon metanol:agua
(1:1) y luego durante 5 dias en agua con una membrana con MWCO 50 kDa. Los nanogeles se
almacenaron en el freezer y la cantidad de colorante se determind mediante espectroscopia UV
visible (MeOH, 1 mg/mL, Amax= 561 nm, €= 1,15 x105 M- cm").
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3.2.8 Sintesis de nanoparticulas core-brush
3.2.8.1 Sintesis de nanoparticulas magnéticas core-brush mediante ATRP
3.2.8.1.1 Sintesis mediante ATRP en solucion

En un baldn de 3 bocas se colocaron etanol, los mondémeros, el ligando HMTETA y las
MNP bajo vigorosa agitacion. Se burbujed con nitrégeno durante 10 minutos. Luego se agregaron
el Cu (Il) y Cu (1) bajo corriente positiva de nitrégeno. Se dejaron reaccionar durante el tiempo de
reaccion bajo agitacion a temperatura ambiente. En todos los casos se agregaron 36,13 umol de
Cu (1), Cu (Il), HMTETA'y se llevé a volumen final de 25 mL con etanol. Para purificar se realizaron
dos lavados con etanol y luego dos lavados con agua para dejarlas suspendidas finalmente en

agua para posteriores analisis.

3.2.8.1.2 Sintesis mediante ATRP en masa

Para llevar a cabo la sintesis se sigui6 el protocolo reportado por Fan y colaboradores?.
En un balén se colocaron el monémero y las MNP@JX bajo vigorosa agitacion. Se burbujed con
nitrégeno durante 10 minutos. Luego se agregaron el Cu (Il) y Cu (I) con el ligando correspondiente
ya sea HMTETA o BPy. Se deja reaccionar durante 18 h de reaccién bajo agitacion a 30°C. Para
purificar se realizaron dos lavados con etanol y luego dos lavados con agua para dejarlas

suspendidas finalmente en agua para posteriores analisis.

3.2.8.2 Sintesis de nanoparticulas magnéticas core-brush mediante quimica click y

ultrasonicacion

Para la sintesis de las MNPs tipo core-brush mediante quimica click, se calentaron 20 mL de agua
MilliQ a 50 °C en un frasco de 30 mL. Por otra parte, se prepard una solucién en DMF con volumen final 1
mL conteniendo tanto las MNP@BCN (500 pL) como el polimero tPG-N3de 10 KDa (2 umol) y se
enfrid en un bafio de hielo. Esta mezcla se inyect6 en los 20 mL de agua y se ultrasonicd 6 veces (1 min)
discontinuamente al 70% de potencia en los 15 minutos de reaccion (Sonicador en punta Bandelin
UW 2070). Entre cada ultrasonicacion, el crudo de reaccidén se agit6 magnéticamente. El producto se

purifico mediante 3 lavados con acetona y separacion magnética. Los mismos se caracterizaron mediante
IR, NTA, TEM, DLS y TGA.

3.2.9 Caracterizacion
3.2.9.1 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR)

Los estudios de IR de transmitancia y reflectancia se llevaron a cabo usando o un
espectrofotometro JASCO FT-IR 4100 o un microscopio FT-IR NICOLET IN, en el rango 4000 —
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500 cm-" con una resolucién de 4 cm-1'y 32 barridos promediados- Para el procesamiento de los

espectros obtenidos se empled el programa OMNIC 8.3.

3.2.9.2 Espectroscopia de resonancia magnética de protones (RMN H)

Los experimentos fueron realizados en un espectrémetro Jeol ECX 400, operado a 400
MHz a 25°C utilizando como solvente agua deuterada o cloroformo deuterado segun
correspondiera. Para al analisis de los resultados obtenidos se usé el programa MestreC. Los
espectros fueron calibrados usando la sefial residual del solvente, los desplazamientos quimicos

() se expresan en partes por millén (ppm) relativos a TMS.

3.2.9.3 Analisis termogravimétricos (TGA)

Los estudios de TGA fueron realizados en un analizador Shimadzu DTG-60 (Japan) en el
rango de temperaturas comprendidos en Tamb y 800 °C, empleando una rampa de calentamiento
de 10 °C/min, con flujo de nitrégeno. Se utilizaron entre 1-10 mg de la muestra a analizar.Para

graficar y procesar los datos se emplearon los programas GraphPad Prism 6 y OriginPro 8.0.

3.2.9.4 Espectrofotometria UV-visible

Las mediciones se efectuaron en espectrofotometros Shimadzu MultiSpect 1501 y 1800.
Los espectros fueron adquiridos entre 200-800 nm a 25 °C con velocidad media de barrido,
utilizando celdas de cuarzo o plastico segun correspondiera con paso dptico de 1 cm. Para graficar

y procesar los datos se emplearon los programas GraphPad Prism 6 y OriginPro 8.0.

3.2.9.5 Dispersion de luz dinamica (DLS)

Los experimentos de DLS fueron llevados a cabo utilizando un Malvern Zetasizer Nano-
ZS 90 (Malvern Instruments), equipado con un laser He-Ne (A = 633 nm) y angulo de dispersion
de 173°. Los tamafios de particulas y la distribucion de tamafios se obtienen del promedio de 3
mediciones de las curvas de distribucién de intensidad. La temperatura de transicion de fase se
midié a diversas temperaturas que oscilaban entre 15 y 80°C mediante dispersién dinamica de la
luz. Los valores de potencial zeta se midieron aplicando un campo eléctrico a través de las

soluciones de muestra utilizando la técnica de anemometria laser Doppler.

3.2.9.6 Microscopia electronica de transmision (TEM) y de barrido (SEM)

Las imagenes TEM y SEM se realizaron en un microscopio electronico Hitachi Scanning
Electron Microscope (SU8030) (20 kV) en el modo TEM o SEM (Universidad Libre de Berlin,) o
bien un Microscopio electronico JEOL EXII operado a 80 kV. Las muestras fueron preparadas
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sobre grillas de cobre (200 mesh, QUANTIFOIL) depositando 2 pL de la solucién que contenia la

muestra.

3.2.9.7 Microscopia de fuerza atomica (AFM)

Las imagenes AFM se registraron en aire bajo condiciones ambientales, con un equipo
MultiMode 8 AFM equipado con un controlador Nanoscope V de Veeco Instruments, Santa
Barbara, California (Universidad Libre de Berlin). Se depositaron 30 uL de una soluciéon de
0,1 mg/mL del NG en mica escindida y se mantuvo durante aproximadamente 3 min. Después de
ese tiempo, el liquido se retird cuidadosamente con papel de filtro. Los andlisis estadisticos se

realizaron con ImageJ en una regién de 5 um x 5 pm.

3.2.9.8 Medidas de andlisis de rastreo de nanoparticulas (NTA)

Las medidas de NTA se realizaron en un equipo Malvern NanoSight NS500 equipado con
una camara SCMOS y con un laser de 635 nm bajo un angulo de dispersion de 100 ° a 25° C
(Universidad Libre de Berlin). La captura de video se ha realizado con un nivel de camara, un
obturador deslizante y una ganancia de deslizamiento establecida en 13, 800 y 350,
respectivamente. Para cada muestra se registraron 3 tramas de video por 30 segundos con 25

FPS. El andlisis de los datos se ha realizado utilizando el software NTA 3.0 0064.

3.2.9.9 Experimentos de turbidimetria

Se midieron las temperaturas de transicién de fase (Tt) en un espectrofotdmetro Cary 100
Bio UV-Vis equipado con una camara de muestra de 6 posiciones con temperatura controlada
(Universidad Libre de Berlin). Las soluciones acuosas medidas se calentaron a 0,2 °C/min mientras
se monitoreaba tanto la transmitancia (% T) a 500 nm (1 cm de paso 6ptico) como la temperatura
de la solucién (de 23 a 70°C) determinada por la sonda de temperatura interna. Para graficar y
procesar los datos se empled el programa GraphPad Prism 6. La T+ de cada muestra se determin6
usando el minimo de la primera derivada del gréfico % T vs temperatura. Se realizaron 3 ciclos de

enfriamiento-calentamiento para cada medicion.

3.2.9.10 Espectrometria de masas MALDI-TOF
Los estudios se efectuaron en un equipo MALDI-Mass Spectrometry (Bruker Ultrafex |l
TOF/TOF) (Universidad Libre de Berlin).

3.2.9.11 Cromatografia de permeacion de gel (GPC)
Las distribuciones de peso molecular (PM) se determinaron por medidas de GPC acoplado

a un detector de indice de refraccion (RID), para obtener la distribucién de pesos completa (Mn,
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Mp, Mw, PDI) (Universidad Libre de Berlin). Las medidas se realizaron en condiciones de alta
dilucién (10 mg/mL, volumen inyectado 5 ulL), en un GPC que consiste en un sistema de entrega
de solvente con bomba Agilent 1100, inyector manual, y un refractdmetro diferencial Agilent. Para
la separacion se utilizaron 3 columnas (PPS: Estandar Polymer Standards Service GmbH,
Alemania; Suprema 100 A, 1000 A, 3000 A con tamafios de particula de 5y 10 um), empleandose
muestras acuosas de los polimeros con 0,05 % de NaNs como fase movil a un flujo de 1 mL/min.
Las columnas se operaron a temperatura ambiente, mientras que el RID se oper6 a 50 °C. La
calibracion se realizo usando pululano como estandar interno y calibracién estandar lineal (PPS).

La adquisicidn e interpretacion de los datos se realizo con el programa WinGPC.

3.2.9.12 Dicroismo circular (CD)

Las muestras se analizaron en buffer fosfato 10 mM (pH 7,4). Los espectros de dicroismo
circular (CD por sus siglas en inglés) de ultravioleta lejano (UV) se registraron en un
espectropolarimetro J-810 (Jasco GmbH) equipado con una celda de cuarzo de temperatura
controlada de 0,1 cm de paso dptico (Universidad Libre de Berlin). Los espectros registrados se
evaluaron con el paquete de software Jasco. Los espectros fueron promediados a partir de tres
medidas recogiendo datos de 190 a 240 nm a intervalos de 0,2 nm, 2 nm de ancho de banda y 1

s de tiempo de respuesta.

3.2.9.13 Caracterizacion magnética
3.2.9.13.1 Estudios de magnetizacion

Las mediciones de magnetizacion de las distintas muestras se realizaron utilizando un
equipo Magnetic Property Measurement (5T-MPMS, Quantum Design) equipado con un
dispositivo superconductor de interferencia cuantica (SQUID) (Helmholtz-Zentrum Berlin). El rango
de campo de -20000 a 20000 Oe y en el rango de temperatura de 300 a 323 K.

3.2.9.13.2 Imagenes de resonancia magnética (IRM)

Las imagenes IRM y el tiempo de relajacion T2 de las distintas muestras se adquirieron
usando un equipo Bruker 7T BioSpec (Bruker, Alemania) con un Resonador de Volumen de 20 mm
de Cuadratura (Rapid Biomed) (Helmholtz-Zentrum Berlin). El contenido de iones metalicos (Fe)
en los MNG se estim6 a partir de la cantidad utilizada para la sintesis y los rendimientos del MNG
después del tratamiento magnético. Antes de la medicion, se fijaron MNGs en diferentes
concentraciones en gel de agarosa al 1 %. Las imagenes ponderadas en T2 fueron adquiridas
usando técnicas convencionales de adquisicion de eco de spin (TR = 2.000 ms) con valores de TE
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entre 6y 260 ms. La relajacion, rz, se calculd a partir del ajuste de la curva de las tasas de relajacion

medidas T2(R2=1/T2, s ") en funcién de la concentracion del Fe (mM).

3.2.9.14 Cuantificacion de transferrina mediante el ensayo de Bradford

Para realizar el ensayo de Bradford, se prepararon 4 soluciones del reactivo de Bradford
con distintas concentraciones de proteinas testigo: 1, 3, 5y 7 pg/mL y se obtuvo la curva de
calibracion. Luego, se dejaron reaccionar 100 uL del reactivo junto con 100 L de la solucién de
MNG@Tf durante 30 minutos y se separaron los MNG@Tf magnéticamente. Se midi6 la

absorbancia del sobrenadante a 595 nm.

3.2.10 Ensayos de irradiacién con infrarrojo cercano (NIR)

Para evaluar el calentamiento de los nanogeles magnéticos y las nanoparticulas
magnéticas al ser irradiados con NIR, soluciones acuosas de los mismos de distintas
concentraciones entre 0 y 4 mg/mL fueron analizadas. Para ello, las soluciones fueron expuestas
de forma continua a un laser de 785 nm y 0.59 W cm?2. Los cambios en la temperatura se midieron
con una camara de imagen térmica (FLIR E30) en diferentes puntos de la solucion (Universidad
Libre de Berlin). Cada experimento se realizé por triplicado. Como control negativo se utilizé agua.

Para graficar y procesar los datos se emplearon los programas GraphPad Prism 6.

3.2.11 Encapsulacion de clorhidrato de doxorrubicina
3.2.11.1 Encapsulacion a los MNGs basados en OEG

Para realizar la incorporacion de clorhidrato de doxorrubicina (DOX.HCI), se colocaron
3 mg del MNG en 1 mL de una solucion de DOX.HCI en buffer acetato (pH =5,1) a distintas
concentraciones y se incubaron 16 h bajo agitacion mecanica a temperatura ambiente. Las
concentraciones de DOX.HCI utilizadas fueron 0,5 Mm, 1,0 mM, 1,5 mM, 2,0 mMy 2,5 mM. Luego,
el MNG fue separado magnéticamente de la solucion y lavado dos veces con buffer acetato. La
solucion remantente de cada lavado se cuantificd mediante espectrofotometria UV-vis. Se midi6
la absorbancia de la misma a 480 nm para calcular la eficiencia de encapsulacién y el cargado del
farmaco. Para ello, previamente se realiz6 una curva de calibracién de DOX.HCI en buffer acetato
para obtener el coeficiente de absortividad molar. Para cada concentracion, el experimento se

realiz6 por triplicado.

3.2.11.2 Encapsulacion a los MNGs y nanoparticulas core-brush basados en tPG
Para realizar la incorporacion de clorhidrato de doxorrubicina, se colocaron 5 mg del
sistema (MNG o core brush) en 2,5 mL de una solucién de DOX.HCI en buffer acetato (pH =5,1)
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2mMy se incubaron 16 h bajo agitacion mecénica a temperatura ambiente. Luego, el MNG o la
particula core-brush fue separado magnéticamente de la solucién y lavado dos veces con buffer
acetato. La solucion remanente de cada lavado se cuantificé mediante espectrofotometria UV-Vis

siguiendo el protocolo informado en el inciso 3.2.11.1.

3.2.12 Ensayos de liberacion de clorhidrato de doxorrubicina

Para realizar los ensayos de liberacion de doxorrubicina se prepararon 10 muestras que
contenian 0,25 mg del sistema a analizar y 100 L de buffer fosfato (pH=7,5). Todas las muestras
comenzaron la liberaciéon al mismo tiempo bajo agitacion mecanica, pero cada muestra fue
separada a distintos tiempos: 2,4,6,10, 30 minutos y 1, 2, 4,6y 24 h. El sistema se separ mediante
un campo magnético y la solucion remanente se cuantificd mediante espectrofometria UV-Vis. Se
midié la absorbancia de la misma a 480 nm para calcular el porcentaje de liberacion. Estos ensayos

se realizaron a temperatura ambiente y a 50 °C. Cada experimento se realiz6 por triplicado.

3.2.13 Estudios biolégicos
3.2.13.1 Estudios de viabilidad celular in vitro

Los estudios de viabilidad celular in vitro se realizaron en la Universidad Libre de Berlin.
Las células de cancer de pulmon A549 (#ACC-107) se obtuvieron de DSMZ (Leibniz Institute
DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures) y se las almacené en DMEM con
10 % de FCS (Biochrom AG) y 1 % de penicilina/estreptomicina (Life Technologies) a 37 °C y 5%
COo..

Para estudiar la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT, se sembraron 10000 células
por pocillo junto con 100 mL de medio. Luego de 16 h, el medio fue reemplazado por 50 mL de
medio fresco y 50 mL del medio que contiene distintas concentraciones del sistema a analizar. Se
incuba durante 48 ha 37 °Cy 5 % CO2y luego, se descart6 el sobrenadante. Se lavaron las células
dos veces con 200 mL de buffer fosfato (PBS) por pocillo. Finalmente, se colocaron 100 mL de
medio por pocillo y 10 mL de bromuro de 3 (4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazdlico (MTT,
5 mg/mL en PBS) y se incubaron durante 4 h a 37 °C. Se descarta el sobrenadante y se agregan
100 mL de una solucién 0,04 N de HCI/2-propanol. La absorbancia de la soluciéon se midi6 a
570 nm en el equipo Tecan Infinite M200 Pro. Cada muestra se realizé por triplicado. De manera

similar se midi la citotoxicidad en células cancerigenas HeLA y las células KB-V1 multiresistentes.

3.2.13.2 Estudios de internalizacion celular
Los estudios de internalizacion celular se realizaron en la Universidad Libre de Berlin. Las
células A549 fueron sembradas en concentraciones de 5000 células/mL en una placa de cultivo
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de 24 pocillos sobre un cubreobjetos de vidrio (Sigma) y se cultivaron durante 24 h.
Posteriormente, las células fueron incubadas con medio solo (control) o con el medio con una
solucién de los NG modificados con RhB durante 4 h a 37 °C y 5 % CO, placas de 24 pocillos y
se dejan crecer durante la noche. Luego se descarta el medio y se lava dos veces con PBS y se
agrega 1 mL de medio fresco. Se colocaron 10 pL del nanogel modificado con RhB (10 mg/mL en
agua) y se incub6 durante 4 h a 37 °C y 5% COz2. Luego de dos lavados con PBS, las células se
permeabilizaron con una solucion en PBS de Triton X-100 1 % durante 5 minutos y se lavaron 3
veces mas. Se utilizaron el marcador de endosoma temprano EEA1 y DAPI para la tincion de las
muestras. Las mismas fueron analizadas en un microscopio confocal de barrido laser (Leica) y

procesadas con el Software LASAF.

3.2.13.3 Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica humana (hPBMC)

El aislamiento de células mononucleares de sangre periférica humana se realizé en el
Instituto de Farmacia, Pune, India. Se aislaron células mononucleares de sangre periférica humana
se realizo en el instituto de Farmacia, Pune, India mediante centrifugacion gradual de Ficoll-
Hypaque. Se recogi6 sangre de individuos volutarios sanos en tubos Vacutainer heparinizados
estériles. Se mezclaron volumenes iguales de sangre y PBS con una pipeta estéril en un tubo de
ensayo de 50 mL. A esta mezcla de sangre-PBS se le agregd lentamente 15 mL de solucién de
Ficoll-Hypaque. Después se centrifugd a 1500 rpm durante 40 minutos a 18 °C. La capa superior
que contenia plasma y plaquetas se elimind con una pipeta estéril. La capa de color caramelo que
contenia hPBMCs se transfirio a un tubo nuevo, se lavo dos veces con 20 mL de PBS y se
resuspendié en medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute médium). Se contaron las células y

se determind la viabilidad de las células mediante prueba de exclusion de azul de tripano.

3.2.13.4 Estudio de eficiencia de captura de una solucion artificial de CTC

La suspension artificial de CTC se realizd en el Instituto de Farmacia, Pune, India. Para
ello, se prepard por saturacion de células HCT 116 con hPBMCs a razon especifica (1:50- 1:10
HCT116:hPBMC). Se afiadieron la cantidad de MNG@Tf equivalente a 20 ug de Tf a una
suspension artificial de CTC, se incubaron durante 5 min y luego se sometieron a separacion
magnética. El sedimento de células recogido usando campo magnético se elimin6 de la mezcla de
HCT116 no capturadas y hPBMCs. Las fracciones capturadas y no capturadas se tifieron con
Eoscina y la proteina de fluorescencia verde para la obtencion de imagenes por microscopia de
fluorescencia. La eficiencia porcentual se calculd contando el nimero de células capturadas y no

capturadas.
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4.1 INTRODUCCION

Durante la dltima década, los nanogeles han captado el interés como transportadores de
droga para aplicaciones biologicas y biomédicas en el &rea de la nanomedicina debido a la gran
versatilidad desde el punto de vista fisico y/o quimico.™ Los nanogeles son matrices
tridimensionales entrecruzadas en sus tres dimensiones en la nanoescala. Ademas, su empleo
como nanodispositivos se debe a que estos sistemas ofrecen muchas ventajas en comparacion a
los dispositivos convencionales de liberacién controlada basados en polimeros: una sintesis
simple, un control del tamafio de micro a nanémetros presentando asi efecto EPR, una estructura
interna de red que permite la incorporacién de distintos tipos de moléculas y, potencialmente,
biocompatibilidad.>6

Asimismo, los nanogeles pueden sufrir cambios conformacionales en respuesta a
estimulos externos como son el pH, la temperatura, la fuerza ionica o la irradiacion.”-' Por
ejemplo, los nanogeles termosensibles que presentan una temperatura de transicién de fase en
medios acuosos, son materiales que tienen un gran potencial para desarrollarse en diversas
bioaplicaciones como la bioadhesion controlada, la ingenieria de tejidos, la liberacién de drogas
inducidas por hipertermia, etc. Dichos polimeros, como se ha descripto anteriormente, son
dispersables en agua por debajo de la Tt pero precipitan a temperaturas mayores. .12

Dentro de los nanodispositivos poliméricos termosensibles, el poli-N-isopropilamida
(PNIPA) y sus derivados, han sido unos de los mas estudiados para su uso en nanomedicina, 1>-15
con una Ty de 32 °C. Sin embargo, estos polimeros presentan varias desventajas a saber;
propiedades de biocompatibilidad pobres,'® una transicion de fase irreversible'?."8 y una gran
dependencia de la Tit en funcion de los grupos terminales del mondmero, ' entre otras.

En los ultimos afios, se han estudiado polimeros termosensibles basados en
oligoetilenglicoles de cadena corta (OEG) como grupos pendientes del polimero.20 Existen
distintos reportes de la sintesis de polimeros basados en OEG. Los mismos han demostrado
distintas ventajas como una sintesis sencilla y versatil a partir de monémeros comercialmente
disponibles, la posibilidad de incorporar al sistema una amplia gama de materiales incluyendo
compuestos bioldgicos, y ademas presentan propiedades atractivas tales como la posibilidad de
ser dispersables en agua, biocompatibilidad, la termosensibilidad y eventualmente su
biodegradabilidad.20-24

En particular, uno de los pioneros en investigar este tipo de polimeros es Jean-Frangois
Lutz. El junto a sus colaboradores han reportado la sintesis de los copolimeros de 2-(2-metoxietoxi)
etil metacrilato y oligo(etilenglicol)metacrilato (P(MEO2MA-co-OEGMA)) demostrando que exhiben
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un comportamiento termosensible que es comparable al de PNIPA y, por lo tanto, se presentan
como una alternativa prometedora a los polimeros convencionales de PNIPA para la obtencién de
diferentes materiales poliméricos con potenciales aplicaciones en el area de la medicina 2526
Adicionalmente, comprobaron que la transicién de fase obtenida para estos polimeros es
reversible y no varia frente a parametros importantes como la concentracion del polimero en agua,
|la fuerza idnica y la longitud de la cadena pendiente.?” Ademas, se puede tener un control fino de
la Tt del sistema variando el largo de la cadena pendiente y los monémeros utilizados.26

Recientemente, Cai y colaboradores? sintetizaron microgeles de (MEO2MA-co-OEGMA)
via polimerizacién radicalaria convencional y a través de la metodologia de termoprecipitacion,
donde los monémeros son inicialmente dispersados en agua pero el copolimero formado precipita
debido a que la temperatura supera la Tt y asi se forman las particulas. La reaccion se llevé a
cabo bajo atmésfera inerte. EI mecanismo mediante el cual se obtienen estos nanogeles es similar
al propuesto para los NGs de PNIPAM.2%-31

La ultrasonicacidn es un proceso en el que las ondas de ultrasonido (mayores a 20 kHz)
se utilizan para agitar las particulas en solucion. Las ondas de ultrasonido se propagan al medio
liquido dando lugar a ciclos alternantes de alta presion (compresién) y de baja presion
(rarefaccion). Durante la rarefaccion, las ondas sonicas de alta intensidad crean pequefias
burbujas de vacio en el liquido, que luego colapsan violentamente (cavitacion) durante la
compresion, creando temperaturas locales muy altas.3233 Los equipos de ultrasonicacion pueden
producir ondas de ultrasonido en un bafio de agua, donde se colocan muestras, o pueden ser
sondas las que se introducen directamente en la muestra para ser sonicada.

En la actualidad existen diversas aplicaciones de la ultrasonicacion. La misma se puede
utilizar para desintegrar el material fibroso y celuldsico en particulas finas y romper las paredes de
la estructura celular. Este efecto se puede utilizar para procesos de fermentacion, digestion y de
conversion de materia organica como también para la extraccion de enzimas y otras moléculas
organicas de las células. Ademas, este método se utiliza para la desgasificaciéon de solventes y
limpieza de distintos materiales.34

Por un lado, la metodologia de ultrasonicacion es ampliamente utilizada para la
homogenizacién. Este término refiere a un proceso mecanico para reducir el tamafio de las
particulas en un liquido para que se vuelvan uniformemente pequefias y distribuidas. En los Ultimos
afios, se ha empleado la homogenizacion para la preparacion de emulsiones. El ultrasonido
proporciona la energia necesaria para dispersar una fase liquida (fase dispersa) en pequefas

gotas en una segunda fase (fase continua) formando asi la emulsion.®>-37 Esta es una técnica que
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permite sintetizar una amplia gama de nanodispositivos como vesiculas,® liposomas,3940
nanogeles,*'#2 nanoparticulas,*? etc.

Por otro lado, la ultrasonicacion proporciona la energia requerida para iniciar distintas
reacciones quimicas. Este campo de aplicacion se denomina sonoquimica. Esta metodologia
presenta varias ventajas como el aumento de la velocidad de reaccion e incrementa la reactividad
tanto de los sustratos como de los catalizadores, etc.444% Se ha reportado la utilizacién de esta
técnica para la sintesis de grafeno,* distintas nanoparticulas,*” nanorvarillas,*8 etc. como también
para la transesterificacion de distintos aceites* y para la modificacion superficial de
nanoparticulas.*® No obstante, al principio de esta tesis, no se encontraban antecedentes que
refirieran al empleo de esta técnica para la sintesis directa de nanogeles, lo que evitaria asi el

empleo de grandes cantidades de surfactante como sucede al utilizar el método de miniemulsién.
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4.2 OBJETIVOS

Teniendo en cuenta los antecedentes expuestos, se planted como objetivo estudiar la

factibilidad de utilizar la ultrasonicacion para la sintesis de nanogeles termosensibles utilizando
mondmeros basados en OEG. Se eligi6 como sistema de estudio nanogeles de MEO2MA y
OEGMA, usando como co-mondmero el 2-hidroxietil éter metacrilato (HEMA) y tetra (etilenglicol)

dimetacrilato como agente entrecruzante.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudiar la sintesis asistida por ultrasonicacion de nanogeles termonsensibles analizando
los parametros que permiten la optimizacion de las condiciones de sintesis.

e Caracterizar y estudiar las propiedades fisicoquimicas de los nanogeles.

o Realizar estudios de las propiedades de los nanogeles en medios bioldgicos para analizar

su potencial aplicaciéon en nanomedicina.
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4.3 RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1 Sintesis de nanogeles termosensible

Para realizar la sintesis de nanogeles asistida por ultrasonicacion se eligieron como
mondmeros MEO2MA y OEGMA. Los mismos son monémeros derivados del oligoetilenglicol.
Como ya se ha mencionado, tanto Lutz y colaboradores?! como Ishizone y colaboradores®
encontraron que la Ti de los polimeros poli[oligo(etilenglicol) alquil éter metacrilatos] puede variar
cambiando el largo de la cadena del oligo(etilenglicol). Como se observa en la Figura 4.1, a medida
que aumenta la hidrofilicidad del mondémero, aumenta la Tt del polimero siendo la Tt del polimero
de MEO2MA puro de 26° C mientras que la Ty de los polimeros de OEGMA puro es 93 °C
(Figura 4.1).21.50

Y
\\,\0\0 .OEGMAm
\e
@occna,, f
®\ieo,nA Ofo ’ 'q
’_q ‘_D.v 8/9

@ s} POEGM
MEO,MA N T Sy

o POEGMA,,
\L Ty~ 64°C
8] ‘0
L o~
PMEO,MA

| pmEO,MA T 52°C
Ty~ 26°C

Figura 4.1. Distintos monémeros basados en OEG ordenados segun su hidrofilicidad y la Ty
correspondiente a cada homopolimero.

Ademas, como co-mondmero se utilizoé HEMA. Esta molécula posee un grupo hidroxilo
que resulta de gran interés para la posterior modificacion del nanogel. Este grupo funcional permite
ya sea de manera covalente o por interacciones puente hidrogeno anclar alguna molécula de
interés como un farmaco, una sonda fluorescente, un grupo targeting, etc.

Los diferentes nanogeles basados en MEO2MA y OEGMA, utilizando como co-monémero
HEMA y agente entrecruzante TEGDMA fueron sintetizados como se muestra en el esquema de
reaccion de la Figura 4.2 (Materiales y métodos 3.2.6.1). De manera general, se coloraron todos
los reactivos junto con el surfactante dodecilsulfato de sodio (SDS) y el activador
tetrametiletilendiamina (TEMED) en agua para luego calentarla a una temperatura dada. Finalmente,
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se ultrasonico 6 veces (1 min) discontinuamente al 70% de potencia durante el tiempo de reaccion

LA

MEO,MA OEGMA HEMA TEGDMA

y se purificd mediante dialisis.

i

SDS, APS, TEMED
H,0

Figura 4.2 Esquema general de sintesis de nanogeles asistida por ultrasonicacién y su eventual
transformacion fisica de transicion de fase.

En una primera etapa, se evaluaron distintas variables como el tiempo, la temperatura de
reaccion, y la presencia del agente reductor TEMED con el fin de optimizar una nueva metodologia
de sintesis de nanogeles asistida por ultrasonicacion. Para ello, la relacién molar MEO2MA:
OEGMA se mantuvo constante 9:1. En la Tabla 4.1 se presenta un resumen de las variables

estudiadas junto con el tamafio de los nanogeles y su Tt.
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Tabla 4.1 Resumen de las variables estudiadas para la optimizacion de la sintesis.

Relacién -
molar Temperatura LRI
. . 0
Muestra MEO,MA:OE HEMA Tiempo (min) C) TEMED Tt (°C) 2(r5]T():
GMA
1 180 37,3 (14+4) x10°
2 120 36,9 (1414) x10°
3 90 36,8 (13+4) x10°
60
4 60 37,2 (21£3) x10°
5 30 Sl 36,7 (17+3) x10°
9:1 4%
6 36,3 (15+2) x10°
7 50 37,7 (16+3) x10°
8 15 40 36,0 (28+3) x10°
9 Tamb 36,7 (20+4) x10°
10 60 NO
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Primero, se analiz6 el tiempo de reaccion. Los tiempos de reaccion evaluados fueron
15 min, 30 min, 1 h, 1,5 h, 2 hy 3 h. Se observé que para todos los tiempos de reaccién los
nanogeles fueron eficientemente sintetizados de acuerdo a los estudios de FT-IR y RMN 'H. Los
tamarios de las particulas obtenidos mediante la técnica de dispersion de luz dinamica (DLS)
variaron entre 100 nm y 300 nm. La Ty para todos los nanogeles fue alrededor de 37 °C. Se
consideraron como mejores tiempos de sintesis aquellos mas cortos, 15 y 30 minutos.
Comparando con los resultados reportados en bibliografia, los tiempos de reaccion se redujeron
considerablemente de 6 horas a 15 minutos.2® Cabe destacar que para todas las reacciones no
fue necesaria la desgasificacion previa del solvente ni el empleo de atmdsfera inerte, simplificando
el proceso de sintesis.

En una segunda instancia, se evalud el efecto de la temperatura en la sintesis. Las
temperaturas analizadas fueron 60 °C, 50 °C, 40 °C y temperatura ambiente. Una vez mas, se
obtuvieron nanogeles de manera exitosa con un tamafio que variaba entre 100 nmy 300 nm. Sin
embargo, la dispersion de nanogeles sintetizados a 60 ° C fue la méas estable en el tiempo y se
eligié esta temperatura como la 6ptima.

Para estudiar si era necesario utilizar el agente reductor TEMED para la sintesis de los
nanogeles, se llevd a cabo la sintesis de los mismos en presencia y ausencia del agente. Sélo
cuando se utilizé TEMED la sintesis fue exitosa mientras que en ausencia del mismo no se observd
reaccion. Por lo tanto, se comprobd la necesidad de utilizar el agente reductor, con una
temperatura de 60 °C y 15 minutos de reaccion para la sintesis asistida por ultrasonicacion de

nanogeles.

4.3.2 Analisis de las propiedades de los nanogeles

Habiendo optimizado las variables de sintesis como tiempo y temperatura, se caracterizo
el sistema y se continu6 el estudio de los nanogeles analizando la influencia a los tiempos mas
corto de reaccion, 15y 30 minutos, la relacion molar entre los monémeros y el porcentaje de HEMA
en el tamafio y Ty de los nanogeles.

En la Tabla 4.2 se presenta un resumen de los nanogeles obtenidos, con sus Tt y tamafios
por encima y por debajo de la misma. Ademas, se informa la relacion molar, porcentaje de co-

monomero y tiempos empleados en cada caso.
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Tabla 4.2 Resumen de las caracteristicas de los NGs.

wn FEIE, ES B ww TR SR
NG 1 6:4 4% 15 62,0 (1743) x10" (3127) x10"
NG 2 7:3 4% 30 573 (141) x10" (35+2) x10"
NG 3 7:3 4% 15 57,4 (131) x10" (25+3) x10"
NG 4 8:2 4% 30 492 (141) x10" (231) x10"
NG 5 8:2 4% 15 47,9 (1121) x10" (1743) x10"
NG 6 8:2 8 % 15 52,5 14945 (2541) x10"
NG 7 9:1 4% 15 37,7 (141) x101 (52+6) x10
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4.3.2.1 Caracterizacion de los nanogeles

Para llevar a cabo la caracterizacion estructural del sistema, se realizaron espectros de
RMN 'H de los nanogeles obtenidos. En la Figura 4.3 puede observarse el espectro obtenido para

el NG 5 junto con un esquema de la red polimérica del mismo.

a) e
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r T T T T T
8.0 75 70 6.5 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 10 0.5 oo
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Figura 4.3. a) Espectro RMN 'H del nanogel NG 5 y b) esquema de la red polimérica del NG 5.

En el espectro se pudieron identificar las distintas sefiales caracteristicas del nanogel
teniendo mayor desplazamiento quimico aquellos atomos de hidrégenos unidos al carbono de la
cadena unida directamente al grupo metacrilato (hidrégenos c), siguiendo aquellos
correspondientes a las unidades repetitivas del monémero (hidrogenos d) y los hidrogenos de los
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metilos terminales (hidrégenos e). Los hidrdgenos correspondientes a la cadena polimérica,
hidrogenos a y b se encuentran a corrimientos menores. Estos resultados coinciden con los
reportados en bibliografia para copolimeros de MEO2MA y OEGMA.5' Ademas, no se encuentra
la sefial caracteristica de los protones vinilicos en el rango de 5,0-6,5 ppm que evidencia que la
reaccion fue exitosa.

Asimismo, mediante espectroscopia FT-IR se confirmaron la presencia de los grupos
funcionales correspondientes al nanogel. De manera representativa, en la Figura 4.4 se encuentra
el espectro FT-IR del NG 5. En el mismo, se observo la presencia de las sefiales caracteristicas;
a 2916 cm-'y 2871 cm-' del estiramiento de C-H alifatico y 1735 cm-' debido al estiramiento C=0
del éster permitiendo confirmar la estructura quimica de los nanogeles. Adicionalmente, se

comprobd la reaccion de polimerizacion debido a la ausencia de la banda caracteristica del
estiramiento C=C alrededor de 1660 cm"-

100 :

<

1+

S
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&
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7]

o

[1+] -
|= Cc=0

C-H
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Nuamero de onda (cm™)

Figura 4.4 Espectro FT-IR del nanogel NG 5.

Una vez realizada la caracterizacion estructural del sistema, se analizé la morfologia y
tamafio del nanogel. Para ello, se realizaron estudios mediante dos técnicas: dispersion de luz
dindmica en dispersion acuosa y microscopia de fuerza atémica (AFM) de la muestra seca. En la
Figura 4.5 se encuentran la distribucion de tamafios en funcion de la intensidad obtenida para el
NG 5 (Figura 4.5 a) como también una imagen AFM del mismo. Se observé que los nanogeles
tienen tamafios en el rango de 100-200 nm. En cuanto a la morfologia de los nanogeles, se

determin6 mediante AFM que los mismos presentaban una morfologia globular (Figura 4.5 b).
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Figura 4.5. a) Distribucién de tamafio en DLS (por triplicado) y b) imagen AFM del nanogel NG 5.

4.3.2.2 Analisis del tamafio de los nanogeles

A los fines de comparar los tamafios de los nanogeles obtenidos para las distintas
condiciones estudiadas, se realizaron medidas de dispersién de luz dinamica. De forma general,
se observaron tamafios en un intervalo entre 100 y 200 nm.

Por un lado, se estudiaron los tamafios de los nanogeles empleando distintas relaciones
molares MEO2MA:OEGMA en un rango de 6:4 a 9:1, los mismos se detallan en la Tabla 4.2. Los

tamafios de los nanogeles observados variaba entre 100 nmy 200 nm.
Por otro lado, se determin6 que al incrementar el porcentaje de co-mondémero HEMA en

el sistema, el tamafio aumentaba. Este comportamiento también puede ser explicado debido a que

el co-mondémero HEMA es hidrofilico y, por ende, un incremento de la proporcion del mismo vuelve
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mas hidrofilico al nanogel, llevando a un mayor hinchamiento en dispersion acuosa y resultando
en un aumento del tamafo. Asi, comparando nanogeles con igual relacion molar MEO2MA:
OEGMA, se observo que el NG 5 (4% HEMA) tenia un tamafio promedio de (11£1) x10" mientras
que el NG 6 (8% HEMA) uno de 14945 nm.

Ademas, se estudio la influencia del tiempo de reaccion, encontrandose la siguiente
relacion: al aumentar el tiempo de 15 minutos a 30 minutos, también lo hacen los tamafios de los
nanogeles, siendo 128 nmy 143 nm para los nanogeles con relacion 7:3 (NG 2y 3, Tabla 4.2) y
114 nmy 145 nm para los nanogeles con relacion 8:2 (NG 4 y 5, Tabla 4.2). Este hecho puede ser
justificado considerando que, al incrementar el tiempo de reaccién, se podria obtener un

crecimiento mayor de la cadena polimérica.

4.3.2.3 Analisis del comportamiento termosensible de los nanogeles

Para determinar la Ty de los nanogeles se realizaron mediciones de turbidimetria
(Materiales y métodos 3.2.9.9). Como se muestra en la Tabla 4.2, se encontrd una correlacion
entre el incremento de la proporcion de OEGMA y el aumento de la T (NG 1,3,5,7). Como se
mencionod previamente, se ha reportado que los valores de Ti de copolimeros compuestos de
MEO2MA y OEGMA pueden ser modificados variando la relacién de los mondmeros logrando asi
un control de la temperatura de transicion de fase.?!:52 Este control de la Tif se debe a que, por
debajo de la misma, las interacciones entre los dominios hidrofilicos son mayores que la de los
dominios hidrofébicos mientras que por encima de la T sucede lo inverso. Entonces, al incorporar
un componente mas hidrofilico, se espera que la T incremente. Asi, variando las proporciones de
MEO2MA y OEGMA se lograria un control muy fino de la temperatura de transicion de fase del
nanogel.

Este hecho permite la obtencién de diferentes temperaturas de transicion de fase para
futuras aplicaciones como sistemas de liberacién controlada de drogas. Si se observan las
distintas Tide los nanogeles en la Tabla 4.2, las mismas van de un intervalo de 37 °C a 62 °C.
Este hecho demuestra la versatilidad de este tipo de sistemas, pudiendo ajustar la Tt a una
temperatura adecuada para una aplicacién especifica. No obstante, aquellos nanogeles obtenidos
utilizando las relaciones molares mas altas 0 mas bajas (6:4, 9:1) resultaron ser suspensiones
coloidales mas inestables en el tiempo. Asimismo, se demostro que un incremento en el porcentaje
de HEMA conduce a un aumento en la Tt (NG 5 y 6) probablemente debido al carécter hidrofilico
de este monomero.

Por otra parte, se analizé la reversibilidad del sistema luego de varios ciclos de
calentamiento-enfriamiento. Para todos los nanogeles se demostré que la termosensibilidad del
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sistema resulta reversible al menos durante tres ciclos. A modo representativo, en la Figura 4.6 se
muestra la turbidimetria de NG 5. En la misma no se observan signos de histéresis en los distintos

ciclos, es decir no se altera el proceso al calentarse y enfriarse y, por lo tanto, el sistema es

reversible.
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< 80 — 2do ciclo
© 3er ciclo
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Figura 4.6. Turbidimetria de NG 5 durante tres ciclos de calentamiento-enfriamiento.

Finalmente, se demostrd el comportamiento termosensible mediante DLS. Para ello, se
midieron los tamafios de los nanogeles a 25 °C (por debajo de la Tt) y 60 °C (por encima de la Tt).
Los mismos se informan en la Tabla 4.2. En todos los casos se observé que por encima de la Ty
los nanogeles poseian tamafios hidrodindmicos mayores que por debajo de la Ty. Ademas, al
calentar la dispersion que era transldcida inicialmente, se tornaba turbia. Este comportamiento
puede ser atribuido a la agregacion de los nanogeles colapsados por encima de la Ty. Para
comprobar esta hipotesis, se llevaron a cabo medidas de analisis de rastreo de nanoparticulas
(NTA) a 25 °C y 50 °C. Esta técnica permite conocer la cantidad de nanoparticulas presente en
una dispersién. Se encontrd que el numero de particulas disminuyé de 9,1 x107 a 1,6 x107

particulas por mL cuando se aumentaba la temperatura de 25 °C a 55 °C.

4.3.3 Estudios biolégicos de los nanogeles

Con el fin de analizar la potencial aplicacion de los nanogeles como nanodispositivos para

liberacion de farmacos, se realizaron estudios de citotoxicidad e internalizacion celular.
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4.3.3.1 Estudios de citotoxicidad de los nanogeles

Para estudiar los efectos tdxicos que podrian tener los nanogeles en células in vitro, los
NG 1, NG 4, NG 6 y NG 7 fueron incubados con células cancerosas de pulmén A549 durante 48
h como se detalla en la Seccion de Materiales y métodos 3.2.13.1. La Figura 4.7 muestra la
viabilidad celular relativa de las células A549 a distintas concentraciones de los nanogeles. La

misma fue determinada mediante el ensayo MTT.

—
X
N
E 100- ............................................... - NGl
= e Bl NG 5
o Bl NG 6
(&S]
= Bl NG 7
50

©
=
—_ 25 =
o]
©
>

N £ N N N

Q Q Q Q-

QQ Q.Q Q-

Concentracion (mg/mL)

Figura 4.7. Viabilidad celular de células A549 con distintas concentraciones de nanogeles con sus
respectivos errores.

Los valores de ICso (concentracion minima necesaria para reducir la poblacion de células
al 50 %) fueron 0,3 mg/mL para NG 5y 7 y 1,2 mg/mL para NG 1y 6. Los resultados indicaron
que aquellos nanogeles mas hidrofilicos, como NG 1 con mayor proporcién de OEGMA o NG 6
con un porcentaje mayor de HEMA, tienen un efecto menor en la viabilidad celular en comparacion
con los nanogeles mas hidrofébicos. En general, los nanogeles no causaron una reduccion severa
en la viabilidad celular por debajo del 50% hasta una concentracion de 0,1 mg/mL o 1 mg/mL
respectivamente. Estos resultados demostraron el potencial de los nanogeles basados en

etilenglicol como nanodispositivos.
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4.3.3.2 Estudios de internalizacion celular de los nanogeles

Para poder llevar a cabo los estudios de internalizacion celular, el NG 6 fue modificado
covalentemente con rodamina B a través de los grupos hidroxilo del co-monémero HEMA como
se describe en Materiales y métodos 3.2.7. Se eligio este sistema debido a que es el que contiene
una mayor proporcion de HEMA. Una vez modificados, los mismos se incubaron junto con células
A549 como se detalla en la Seccion Materiales y métodos 3.2.13.2. El sistema fue analizado

mediante microscopia de fluorescencia (Figura 4.8).

EEA1-FITC

Superposicion

Figura 4.8 Imagen de células A549 incubadas con NG 6. Azul: nlcleo, verde: marcador de endosomas
tempranos, rojo: rodamina B. Escala: 100 micrones.

En las imagenes de canal unico, el azul representa el nucleo de la célula y el marcador de
endosoma temprano EEA1 se muestra en verde. En rojo, los nanogeles modificados con rodamina
B pueden verse en los compartimientos y estructuras dentro de la célula. La imagen resultante de
la colocalizacion (superposicién), es una matriz tridimensional con tantas capas como canales

tenga la imagen, en este caso de los tres canales. La imagen real que se visualiza es una suma
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de todos los canales. En esta imagen, se observa que los nanogeles modificados con rodamina B
se encuentran en parte colocalizados con el marcador de endosomas, dando como resultado el
color amarillo en la imagen de superposicion. Este estudio permitié6 conocer la habilidad de los
nanogeles para ingresar a la célula mediante endocitosis y, por lo tanto, demostro el potencial de

este sistema para ser utilizado para liberacion controlada de farmacos.
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4.4 CONCLUSIONES PARCIALES

En conclusion, se demostrd la utilidad de la ultrasonicacion como metodologia de sintesis.
Se describi6 una técnica novedosa y simple para sintesis de nanogeles termosensibles basados
en oligoetilenglicoles. La misma presenta numerosas ventajas frente a metodologias ya reportadas
como el tiempo reducido de reaccidn, sin necesidad de una desoxigenacion previa y temperaturas
moderadas. Este trabajo presenta uno de los primeros reportes de sintesis de nanogeles a través
de la termoprecipitacidn asistida por ultrasonicacion en el cual se logra un gran control del tamafio
como de la Ti. Asimismo, se estudié el tamafio y morfologia de los mismos encontrandose que
son nanoparticulas esféricas con tamafios entre 71y 180 nm. Se logr6 un gran control de la Tt de
los nanogeles variando la relacion molar MEO2MA : OEGMA o bien, incrementando el porcentaje
de HEMA obteniéndose Tirentre 37 °C y 62 °C. Se demostro la baja toxicidad de los nanogeles
basados en etilenglicol y su habilidad para ingresar a la célula mediante endocitosis.

Los resultados obtenidos evidencian el gran potencial de estos sistemas para la liberacién
controlada de macromoléculas, agentes de diagnéstico por imagen o farmacos anticancerigenos
de bajo peso molecular, ya que presentan tamafios y polidispersidades ideales como también

adecuadas propiedades de citotoxicidad e internalizacion celular.
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5.1 INTRODUCCION

En los dltimos afios, se han desarrollado diversos dispositivos para liberacion controlada
de farmacos con usos potenciales en el tratamiento del cancer.! Dentro de estos sistemas se
encuentran los nanogeles inteligentes.? En particular, los nanogeles termosensibles son de gran
interés ya que, con temperaturas de transicion de fase alrededor de 39-40 °C, podrian circular por
los vasos sanguineos sanos cuya temperatura es de 37 °C para posteriormente colapsar en el
tejido tumoral donde las temperaturas son sensiblemente mas elevadas (42 °C).3

Asimismo, la incorporaciéon de nanoparticulas magnéticas (MNP) a la red polimérica
presentaria distintas ventajas tales como aumentar la estabilidad de las nanoparticulas en solucion
y combinar las propiedades intrinsecas del nanogel como el alto contenido de agua, buenas
propiedades mecéanicas y biocompatibilidad sumado al comportamiento superparamagnético de
las nanoparticulas. Por ello, estos sistemas pueden ser utilizados como agentes de contraste para
diagndstico por imagen, terapia guiada, para liberacién controlada de farmacos o para hipertermia
resultando de gran interés la sintesis de nanomateriales hibridos magneto-poliméricos.4

En este contexto es que la investigacién de estos sistemas ha atraido el interés de la
comunidad cientifica. Asi, en la actualidad existen distintos nanodispositivos que combinan las
MNPs con una capa polimérica termosensible. Estos han demostrado ser sistemas de liberacion
de farmacos activados tanto mediante la aplicacién de un campo magnético alternante (CMA)
como por efecto de la temperatura. El calor generado por las MNPs bajo un CMA aumenta la
temperatura de los nanogeles por encima de su Ti, generando el colapso de la red y, por lo tanto,
mejora la difusion del farmaco a través de la matriz polimérica.> Algunos ejemplos son las
nanoparticulas tipo “core-brush’, los nanocompositos, los liposomas magnéticos y los nanogeles
magnéticos.®

Para obtener nanogeles magnéticos, las MNPs pueden incorporarse de distintas maneras
a la matriz polimérica. De manera general, pueden mencionarse cuatro formas. La incorporacién
mas simple es la inmersion de la matriz polimérica seca en una suspension magnética para que al
hincharse, absorba las MNPs.” Otras formas de incorporar las MNPs de manera fisica son
mediante la sintesis in situ del nanogel en presencia de una solucién de MNPs89 o la sintesis in
situ de las MNPs en una dispersion del nanogel.'® El inconveniente principal de este enfoque es
que las MNPs se pueden desorber bastante faciimente. Para superar esta desventaja, las MNPs
pueden incorporarse de manera covalente permitiendo asi una union mas estable.1".12

Hasta el momento, pueden encontrarse algunos reportes de nanogeles hibridos donde las
MNPs de 6xido de hierro son incorporadas de manera fisica, ya sea cargando las MNPs en el
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nanogel o bien realizando la sintesis in situ de las mismas. Para la obtencion de estos sistemas,
se han utilizados distintos monémeros tales como NIPA 21314 VVCL,'S AM,'8 quitosano?”.'8, En
particular, Liu y colaboradores? sintetizaron un NG de PNIPA cargado con MNPs de magnetita y
demostraron la potencial capacidad del sistema para la liberacion controlada de farmacos
utilizando como estimulo la irradiacion NIR. Sin embargo, existen pocos antecedentes de la
incorporacion covalente de MNPs a la matriz polimérica. Chen y colaboradores!' modificaron las
MNPs de magnetita con un agente silano con terminales vinilos para utilizarlo como entrecruzante
de nanogeles de PNIPA. Los mismos fueron obtenidos a través de la metodologia de
termoprecipitacion convencional con un tiempo de reaccion mayor a 12 h. Los tamafios de los
nanogeles variaban entre 100 y 500 nm teniendo un grado de polidispersidad y estos sistemas
presentaron un comportamiento termosensible con una Ti alrededor de 35 °C siendo esta
temperatura menor a la temperatura en que se encuentra las células de un tejido enfermo que
como ya se ha mencionado, se encuentra alrededor de los 42 °C."° Estas caracteristicas como
largo tiempo de reaccion, poco control del tamafio y una temperatura de transicion de fase baja
presentarian una desventaja a la hora de utilizarlos como nanodispositivos.

Por otro lado, se han encontrado pocos antecedentes del uso de mondmeros derivados
del OEG, tales como MEO2MA y OEGMA para la sintesis de nanogeles hibridos.2 Boularas y su
equipo de investigacion2'.22 demostraron la exitosa formacion de microgeles con estos monémeros
junto con la incorporacion fisica de MNPs de maghemita. Los mismos se sintetizaron mediante
polimerizacidn por precipitacion convencional y sus tamafios fueron de aproximadamente 500 nm.
Los nanogeles presentaron un comportamiento termosensible y estabilidad a lo largo del tiempo
hasta 100 h. Sin embargo, hasta el momento no se han reportado antecedentes de la incorporacion
covalente de MNP de magnetita como entrecruzante en nanogeles de OEG.

En este contexto es que en esta tesis se planted la sintesis de nanogeles de OEG
incorporando de manera covalente las nanoparticulas magnéticas. Se estudio el alcance sintético
de la metodologia de sintesis de precipitacion asistida por ultrasonicacion desarrollada
anteriormente para nanogeles en la obtencion de nanogeles hibridos. Algunas de las principales
motivaciones para el empleo de esta técnica para la obtencion de nanogeles magnéticos es el
control de su tamafio, el tiempo breve de reaccidn y la simplicidad del método. Hasta el momento,
no hay ningun otro antecedente sobre el empleo de la ultrasonicacion para la sintesis de nanogeles

hibridos y su influencia en la polidispersidad.
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5.2 OBJETIVOS

A partir del andlisis de los antecedentes, se plantea el empleo de nanoparticulas
magnéticas (MNPs) como agente entrecruzante del sistema y el uso de ultrasonicacién para la
sintesis del mismo.

Luego de optimizar la sintesis por termoprecipitacion asistida por ultrasonicacién para
nanogeles derivados del OEG (Capitulo 4), logrando un estricto control tanto en el tamafio como
en la temperatura de transicion de fase del NG,2 se planted el estudio de esta técnica para la
sintesis de nanogeles hibridos. Para ello, se utilizd como sistema de estudio nanogeles de
MEO2MA y OEGMA usando como co-monomero el 2-hidroxietil éter metacrilato (HEMA) y MNPs

de 6xido de hierro como agente entrecruzante.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar y modificar superficialmente nanoparticulas magnéticas para su empleo como
agente entrecruzante.

e Sintetizar mediante ultrasonicacién nanogeles magnéticos y termonsensibles. Analizar
diversos parametros para la optimizacion de las condiciones de sintesis.

e Caracterizar y estudiar las propiedades fisicoquimicas de los sistemas.

e Estudiar las propiedades de los nanogeles en medios bioldgicos

e Estudiar la liberacion controlada de farmacos.
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5.3 RESULTADOS Y DISCUSION

5.3.1 Sintesis y modificacion de nanoparticulas magnéticas

Considerando que un agente entrecruzante debe tener al menos dos grupos vinilicos, se
planificé la sintesis y modificacion de las mismas con el agente silano 3-(metacriloxi)propil
trimetoxisilano (MEMO) con dobles enlaces en su cadena carbonada. Asi, al silanizar las

nanoparticulas, la superficie de las MNPs tendria grupos vinilicos.
Ly A
OH

H,0 HO OH g s|-o 0 o s.
FeCl NH,OH / N
S — HO%OH + /\/\0 > Rs.-o—ﬁ-o -8i-R
FeCl, HNO; HO OH EtOH/H,0 ﬁ
OH Sl O, 00 Sl _<
MEMO

Fe;04 3-(metacriloxi)propiltrimetoxisilano Fe;0,@MEMO

Figura 5.1 Esquema de sintesis y modificacion de nanoparticulas magnéticas.

En la Figura 5.1 se encuentra un esquema de la sintesis y modificacién de las
nanoparticulas magnéticas. En una primera etapa se realizo la sintesis de las MNPs en base a
una modificacién de una metodologia de coprecipitacién de sales de hierrro ya reportada
(Materiales y métodos 3.2.1) a partir de FeClz y FeCls.2* Mediante espectroscopia FT-IR se
demostré la presencia de magnetita debido a la aparicion de la banda a 560 cm-' correspondiente

ala tensién Fe-O de la magnetita como se observa en la Figura 5.2.25.26
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Figura 5.2 Espectros FT-IR de MNP (verde) y MNP@MEMO (rojo) las bandas destacadas en rosa
indican las sefiales relevantes en el espectro.

Para evaluar la morfologia y tamafio de las nanoparticulas sintetizadas se realizaron
estudios de microscopia electronica de transmision (TEM). Las iméagenes se muestran en la
Figura 5.3. Puede observarse que se obtuvieron particulas esféricas y con poca polidispersidad
con un tamafio promedio de 10 + 3 nm (Figura 5.3 a).

a) b)

Figura 5.3 Imagenes TEM de a) MNP y b) MNP@MEMO.
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Para la modificacion superficial de las MNP con grupos vinilos se llevd a cabo la
silanizacion de las mismas con MEMO mediante una metodologia ya reportada, aunque se mejoro
la misma mediante el uso de ultrasonicaciéon (Materiales y métodos 3.2.3.1).77 Se utilizé un
ultrasonicador de punta para incrementar la energia para el proceso de modificacién superficial y
para prevenir el agregado de las MNPs. Esta nueva metodologia permitié una modificacion exitosa
a muy corto tiempo de reaccion (10 minutos). Se confirmé mediante TEM que el tamafio de las
nanoparticulas no se vio alterado por la modificacion con el silano (Figura 5.3 b).

La incorporacion del agente silano MEMO en las MNPs se corrobord mediante
espectroscopia FT-IR. En la Figura 5.2 se encuentran tanto el espectro IR de las nanoparticulas
sin modificar como las silanizadas.

El espectro correspondiente a las MNPs silanizadas, muestra las sefiales caracteristicas
de la tension Fe-O de la magnetita, y ademas aparecen cuatro sefiales nuevas, denotadas con
una banda rosa. Alrededor de 1200 cm~* se encuentra la banda correspondiente a la tension Si-O
de los silanos. Asimismo, pueden observarse las sefiales caracteristicas de la cadena carbonada
del silano: a 2916 cm™ y 2871 cm' del estiramiento C-H alifatico, a 1735 cm-! debido al
estiramiento C=0 del éster y alrededor de 1680 cm-' correspondientes al enlace C=C. A partir del
analisis, puede concluirse que la nanoparticula ha sido exitosamente silanizada. EIl hecho de poder
observar la sefial caracteristica del doble enlace permite afirmar que la nanoparticula ha sido
modificada con terminales vinilos para su posterior utilizacion como agente entrecruzante.

Con el fin propuesto, se estudié la potencial aplicacion de las nanoparticulas para el
tratamiento por hipertermia. Para ello, se realizaron medidas de magnetizacion a distintas
temperaturas (300 K, 310 K, 318 K, 323 K) para las MNPs y para las MNP@MEMO. Todos los
estudios de magnetizacion se realizaron en colaboracion con el Dr. Bastian Klemke del Helmholtz-
Zentrum Berlin flir Materialien und Energie de Berlin, Alemania. De manera representativa, en la
Figura 5.4 se encuentran los resultados obtenidos para la magnetizacion en funcién de un campo

magnético externo a 300 K.
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Figura 5.4 Medidas de magnetizacion de a) MNP y b) MNP@MEMO a 300 K.

En ambos casos, no se observaron ciclos de histéresis a ninguna de las temperaturas ya
que la coercitividad y magnetizacion remanente son nulas. Esto se debe al carécter
superparamagnético de las MNPs ya que, al ser tan pequefias, la energia de anisotropia que
mantiene la magnetizacion alineada es comparable con kT por lo que la energia térmica puede
superar la “fuerza anisotrépica” y revertir la magnetizacién de la particula de una direccion a otra,

inclusive en ausencia de un campo magnético.

5.3.2 Sintesis de nanogeles magnéticos y termosensibles

Una vez funcionalizadas las MNPs, y habiendo comprobado la modificacién de las
nanoparticulas con los grupos vinilos, se evalud la capacidad de las mismas para actuar como
agente entrecruzante. Para ello, se estudié la sintesis de nanogeles hibridos. Considerando que
en el capitulo anterior se obtuvieron exitosamente nanogeles derivados de OEG utilizando como
co-monomero HEMA con un gran control del tamafio y de la Ti, se decidid estudiar nanogeles
magnéticos (MNGs) utilizando nuevamente como monomeros el MEO2MA y OEGMA, co-
monémero HEMA y entrecruzante MNP@MEMO (Materiales y métodos 3.2.6.2). El esquema de

reaccion se indica en la Figura 5.5.
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Figura 5.5 Esquema general de sintesis de nanogeles magnéticos y termosensibles asistida por
ultrasonicacion.

En una primera instancia, se evalu la funcion de las MNP@MEMO como entrecruzante
del nanogel, estudiando la sintesis de los MNGs con las MNP@MEMO en presencia y ausencia
de TEGDMA como segundo entrecruzante. Asimismo, se analizd la influencia de la agitacion
magnética para cada caso. La relacion molar MEO2MA: OEGMA 8:2 y 4 mol% de HEMA se
mantuvieron constante. Los nanogeles fueron sintetizados mediante la metodologia de
ultrasonicacion explicada en el capitulo anterior.22 De forma general, se colocaron todos los
reactivos junto con el surfactante dodecilsulfato de sodio (SDS) y el activador
tetrametiletilendiamina (TEMED) y las MNP@MEMO en agua para luego calentarla a 60 °C.
Finalmente, se ultrasonicé 6 veces (1 min) discontinuamente al 70% de potencia durante 15
minutos y se purifico mediante separacién magnética y posterior diélisis.

Las imagenes TEM de los nanogeles obtenidos bajo las diferentes condiciones se

muestran en la Figura 5.6.

a) Entrecruzante b) Sin entrecruzante

Agitacion

Sin agitacion A

Figura 5.6 Imagenes TEM de nanogeles magnéticos a) con TEGDMA y agitacion, b) sin TEGDMA y
agitacion, c¢) con TEGDMA y sin agitacion, d) sin TEGDMA vy sin agitacion.
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Al analizar aquellos MNGs sintetizados sin emplear agitacion magnética, se observo que
independientemente que se utilizara TEGDMA o no, se obtuvieron nanogeles polidispersos. Para
el caso del empleo de TEGDMA (Figura 5.6 ¢) se observaron dos poblaciones de nanogeles que
se observan en la diferencia de contraste, uno con nanoparticulas magnéticas (oscuros) y otros
compuestos puramente por polimero (claros) y para los MNGs sintetizados solo con las
MNP@MEMO como agente entrecruzante se observo la presencia de MNGs de distintos tamarios.
Por otro lado, analizando los MNGs sintetizados bajo agitacion magnética con o sin TEGDMA
(Figura 5.6 a y b), no se observd ninguna diferencia siendo en ambos casos monodispersos. Por
lo tanto, al no observarse ninguna ventaja en el empleo de TEGDMA como agente entrecruzante
adicional se decidié emplear solamente las nanoparticulas magnéticas silanizadas. Esto permite
concluir que el empleo solo de MNP@MEMO como entrecruzante es suficiente para la sintesis
exitosa de los MNGs y confirmar la funcion de las mismas como entrecruzante covalente del
nanogel.

Los MNGs obtenidos se caracterizaron mediante espectroscopia FT-IR. Como se observa
en la Figura 5.7, el espectro FT-IR confirma la sintesis exitosa de los mismos debido a la presencia
de las bandas caracteristicas a 2916 cm-'y 2871 cm! del estiramiento de C-H alifatico y 1735 cm-
! debido al estiramiento C=0 del éster, asi como la tension Fe-O alrededor de 560 cm’
correspondiente a la magnetita y la banda alrededor de 1200 cm-' de la vibracién del enlace Si-O
del silano. Alrededor de 1680 cm' una sefial que corresponde a la vibracién C=C que puede

atribuirse a la presencia de grupos vinilos en la nanoparticula que no reaccionaron.
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Figura 5.7 Espectro FT-IR del MNG.
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Para comprobar el comportamiento termosensible del sistema, se realiz6 una turbidimetria
mediante espectrofotometria UV-Vis. En la Figura 5.8 se puede observar los resultados obtenidos.
Se demostro la termosensibilidad del MNG encontrandose una Tit de 46,5 °C. Ahora bien, teniendo
en cuenta el valor obtenido para el nanogel compuesto por MEO2MA y OEGMA (Capitulo 4, Tabla
4.2, NG 5), de 47,9 °C, no se observa un gran cambio en la Ti debido a la incorporacion de las
MNP@MEMO en la matriz polimérica.

100 A
80 1
60 4

404

Transmitancia (%)

204

0 | L] L] T 1

30 40 50 60 70

Temperatura
Figura 5.8 Turbidimetria del MNG.

5.3.3 Analisis de las propiedades de los nanogeles magnéticos y termosensibles

Para continuar optimizando las condiciones de sintesis, se estudid la sintesis de
nanogeles magnéticos y termosensibles analizando tanto la influencia de la cantidad de
nanoparticulas utilizadas como la relacion molar entre los mondmeros en el tamafio y Tt de los
nanogeles. Con este estudio se analizan las variables que afectan directamente en el tamafio y
comportamiento termosensible del sistema para asi lograr un mayor control en la sintesis de los
mismos.

Enla Tabla 5.1 se presenta un resumen de los nanogeles obtenidos, con sus Tty tamafios.

Ademas, se informa la relacion molar y cantidad de MNP@MEMO empleados en cada caso.
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Tabla 5.1 Resumen de las caracteristicas de los MNGs sintetizados.

Tamaio DLS
Muestra Relacion molar  MNP@MEMO Te (°C) (nm)
MEO:MA:OEGMA (mg) f

g 25°C
MNG 1 8:2 0,6 46 (6£3) x102
MNG 2 8:2 15 46,5 22146
MNG 3 8:2 2,3 47 (28+1) x10°
MNG 4 8:2 3,0 52 22243
MNG 5 7:3 60 25342
MNG 6 91 40 (28+2) x10"

1,5

MNG 7 95:05 36 (359) x10°
MNG 8 10:0 30 (18+5) x10"

5.3.3.1 Analisis del efecto de las MNP@MEMO en el tamafio y Ty de los MNG

Considerando la hipotesis de que la nanoparticula actiia como entrecruzante, se analizd
la influencia de la cantidad utilizada en el tamafio obtenido del nanogel. Para tal fin, se evaluaron
4 valores de MNP@MEMO utilizada: 0,6 mg; 1,5mg; 2,3 mgy 3 mg (Tabla 5.1, MNG 1-4). Ademas,
siendo las MNP@MEMO hidrofilicas, se evaluo el efecto de la misma en la T del nanogel.

En la Figura 5.9 se encuentra un grafico de la variacion del tamafio y de la Tt en funcién
de la cantidad de MNP@MEMO. En linea violeta representa la tendencia de la temperatura de

transicion de fase mientras que, en la verde, el tamafio.
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Figura 5.9 Grafico de tamafio y Ty en funcién de la cantidad de MNP@MEMO con sus
respectivos errores.

Los tamafios de los nanogeles obtenidos con distinta cantidad de MNP@MEMO en
dispersién acuosa fueron determinados mediante DLS. Los mismos se encontraron en un rango
entre 200 y 600 nm. Se observdé como tendencia general que al aumentar la cantidad de
MNP@MEMO utilizada en la sintesis, el tamafio del MNG disminuye (linea verde). Este
comportamiento es el esperado ya que, en una matriz polimérica al aumentar los sitios de unién
de las cadenas poliméricas (agente entrecruzante), la red se contrae. Entonces, al comportarse la
nanoparticula como entrecruzante, si se incrementa su porcentaje, se espera que el tamafio de
los nanogeles disminuya. Este hecho presentaria una primera evidencia de que MNP@MEMO han
sido incorporadas de manera covalente al sistema. Asimismo, se encontr6 una muy baja
estabilidad del sistema para MNG 1. Cabe destacar que la solucién de MNG 2 present6 una gran
estabilidad coloidal siendo aun estable por més de un afio.

Por otro lado, se determind mediante turbidimetria el comportamiento termosensible de
los MNGs. Aquellos nanogeles con mayor cantidad de nanoparticulas presentaron una Ti mas alta
(MNG 4 Ty= 52 °C) mientras que aquellos sintetizados con menores cantidades mostraron una T
menor (MNG 1 Ti= 46 °C). Esta tendencia puede ser explicada debido a la naturaleza hidrofilica
de las MNP@MEMO.

Para continuar con el anélisis de los MNGs, se eligié 1,5 mg como cantidad éptima de
MNP@MEMO ya que ésta presenta buenas propiedades tales como su tamafio, Tty su estabilidad
coloidal.
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5.3.3.2 Analisis del efecto de la relacion molar de los monémeros en el tamafio y Ty de
los MNG

Una vez establecida la cantidad dptima de nanoparticulas, se prosigui6 con el anélisis de
la relacién molar utilizada (Tabla 6.1, MNG 2,5-8). En la Figura 5.10 se muestra el grafico de las

Tt (violeta) y los tamarios (verde) obtenidos para los MNGs sintetizados.
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Figura 5.10 Grafico de tamafio y Ty en funcién de la fraccién molar de MEO2MA con sus respectivos
errores.

Nuevamente, los tamafios en dispersion acuosa de los nanogeles magnéticos y
termosensibles obtenidos con distintas relaciones molares fueron determinados mediante DLS.
Los tamafios se encontraron entre 200 nmy 400 nm. No se encontr6 ninguna tendencia en cuanto
al tamafio. Asimismo, se observo que al aumentar la fraccién molar del monémero hidrofébico,
MEO2MA, la estabilidad coloidal del sistema se veia disminuida.

Los resultados para las Tt demostraron la correlacion previamente observada: el aumento
de OEGMA vy el incremento de la Ti. Cabe destacar que, en estos sistemas hibridos, las
temperaturas obtenidas son mayores que las de los nanogeles sin nanoparticulas debido a la
naturaleza hidrofilica de las nanoparticulas. Las Ti se encontraron en el rango de 30 °C (MNG 8)
a 60 °C (MNG 5).

A partir del analisis realizado, se concluyé que el MNG 2 presentaba las mejores
condiciones tanto de Ty, tamafio y gran estabilidad coloidal para su empleo en terapia combinada.

Con el proposito de estudiar el porcentaje polimérico presente en el MNG, se realizaron
estudios de termogravimetria (TGA, por sus siglas en inglés) comparando los MNGs con las MNPs
y MNP@MEMO. La Figura 5.11 muestra que el porcentaje de pérdida de masa de las MNPs sin
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modificar (rojo) fue menor al 5 % cuando se las calenté desde temperatura ambiente hasta 800
°C, dicha pérdida se atribuy6 principalmente a la presencia de impurezas. En cambio, para las
nanoparticulas ya silanizadas (verde) se observo una pérdida ligeramente mayor alrededor de un
7 % entre 230 y 400 °C que corresponde a la descomposicion térmica progresiva del contenido
organico que ocurre en varias etapas estrechamente relacionadas e indistinguibles. La misma
puede ser atribuida a la pérdida de la cadena carbonada del silano. Por ultimo, el perfil
termogravimétrico del MNG (violeta) muestra también una pérdida entre 200 y 400 °C que puede
ser atribuida a la descomposicion térmica del contenido organico. En este caso, la pérdida es del
45 %. Por lo tanto, se evidencio que el 45 % en peso del sistema estudiado corresponde a la masa

polimérica mientras que el 55 % corresponde a las nanoparticulas de magnetita.
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Figura 5.11 Analisis termogravimétrico de MNP, MNP@MEMO y MNG 2.

Con el objetivo de analizar la morfologia y el tamafio de los MNGs, los mismos se
estudiaron mediante microscopia electronica de transmision y de barrido (TEM y SEM). Ademas,
se determiné el tamafio hidrodinamico del MNG a través de medidas de NTA. Los resultados

obtenidos se muestran en la Figura 5.12.
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Figura 5.12 a) Micrografias TEM (arriba)/SEM (abajo) y b) distribucion de tamafios obtenidos por NTA de
MNG 2.

Las imagenes de TEM y SEM (Figura 5.12 a) muestran que el nanogel presenta una
morfologia globular con una capa alrededor que puede atribuirse al material polimérico, y con
tamafios alrededor de 150 nm. Asimismo, se puede observar en la distribucion de tamafios una

polidispersidad muy baja evidenciando la gran ventaja de utilizar ultrasonicacion en la sintesis ya
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que permite un gran control del tamafio de los MNGs. De manera similar, los tamafios obtenidos
mediante NTA coincidieron con los tamafios obtenidos mediante TEM/SEM.

Asimismo, se analiz6 la estabilidad de los MNGs en dispersion acuosa y la separacion
magnética del mismo de la solucion. En la Figura 5.13 se encuentran las fotografias de una

solucion de MNG sometida a un campo magnético a distintos tiempos.

Figura 5.13 Fotografia de una dispersion de MNG 2 (1,6 mg/mL) en exposicién a un campo
magnético a tiempo a) 0s,b) 30syc) 60 s.

Como se muestra en la Figura 5.13 a), la dispersién acuosa del MNG 2 es homogénea y
resultd estable en el tiempo; con una estabilidad mayor a un afio. Ademas, se demostré la facil
separacién magnética del nanogel con un iman comercial tardando tan sélo 60 segundos en su
total separacion a esta concentracion. Esta propiedad resulta de gran interés ya que permitiria la

potencial aplicacion del nanogel para la captura selectiva de alguna célula cancerosa y su posterior
separacion magnética.
5.3.4 Respuesta del nanogel magnético y termosensible a estimulos externos

Para analizar el potencial uso de los MNGs como nanodispositivos con respuesta a
estimulo (Figura 5.14), se realizaron estudios de magnetizacién e irradiacion con infrarrojo cercano

(NIR, por sus siglas en inglés).
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Figura 5.14 Esquema del cambio conformacional esperado del MNG en respuesta a un estimulo.

5.3.5.1 Estudios de magnetizacion

Para demostrar el comportamiento superparamagnético tanto de las MNPs como de los
MNGs, se realizaron nuevamente medidas de magnetizacion en funcién del campo externo a
distintas temperaturas (300 K, 310 K, 318 K, 323 K). En ambos sistemas se demuestra un
comportamiento superparamagnético ya que no se observaron ciclos de histéresis a ninguna de
las temperaturas estudiadas. De manera representativa, en la Figura 5.15 a) se observan los
resultados obtenidos a 300 K. Ademas, se encontr6 que las MNPs presentaron una magnetizacion
mayor que el MNG. Este resultado puede explicarse debido a que en la masa total medida para
MNG, el 45 % corresponde al polimero, el cual no presenta propiedades magnéticas.

Asimismo, como el sistema contiene un polimero termosensible, se analizé el efecto de la
temperatura en el comportamiento magnético del MNG (Figura 5.15b). La magnetizacién

disminuye linealmente con la temperatura y no se vio afectada cerca de la Ty del sistema.
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Figura 5.15 a) Magnetizacién vs campo magnético externo de MNPs (verde) y MNG (violeta) a 300 K,
b) Magnetizacion del MNG vs temperatura.
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Por otra parte, para analizar el potencial uso del sistema como agente de contraste, se
midieron los tiempos de relajacion del sistema y se tomaron imagenes de resonancia magnética
(IRM). Como se muestra en la Figura 5.16, se midieron los tiempos de relajacion transversal
(R2=1/ T2) de distintas concentraciones de MNG 2. El valor de relajacion Rz obtenido fue
(17 £ 3)x10" mM-1 s, el cual cae en el rango en el que se encuentran los agentes de contrastes

comerciales tales como el Feridex (120 mM-" s~") y el Resovist (189 mM-1s-1).28
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Figura 5.16 Imagenes de IMR y tiempos de relajacion transversal R; a distintas concentraciones de
hierro.

5.3.5.1 Estudios de irradiacion de infrarrojo cercano (NIR)

Para analizar la posibilidad de utilizar infrarrojo cercano como estimulo, se estudio la
capacidad de generar calor mediante irradiacion NIR tanto de las MNP@MEMO como los MNGs.
El experimento se realizd irradiando la muestra con un laser de 785 nm segun lo explicado en la

Materiales y métodos 3.2.10. En la Figura 5.17 pueden observarse los resultados obtenidos.
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Figura 5.17 Incremento de temperatura alcanzada por la irradiacion en funcion del tiempo a distintas
concentraciones de a) MNP@MEMO y b) MNG al irradiar con un laser de 785 nm.

Se irradiaron continuamente dispersiones con distintas concentraciones de MNP@MEMO
y MNG en un invertalo entre 0 y 4 mg/mL. Para las nanoparticulas silanizadas se encontré una
capacidad de calentamiento de 7 °C para la solucion mas diluida (0,063 mg/mL) y una méaxima de
53 °C para la concentraciéon mayor (4 mg/mL). Por otro lado, para los MNGs se encontr6 una
capacidad de calentamiento de 5 °C para la solucién mas diluida (0,063 mg/mL) y una méxima de
22 °C para la concentracion mayor (4 mg/mL). Este resultado puede explicarse porque en la masa
total medida para MNG, como se demostré mediante medidas de TGA, el 45 % corresponde al
polimero que no tiene capacidad de calentamiento mientras que en el caso de las MNP@MEMO
alrededor del 93 % es nanoparticula magnética que si tiene capacidad de calentamiento.

Por otro lado, se analizé la relacién entre la temperatura generada (T) y la concentracion
del sistema. En la Figura 5.18 se encuentra el grafico del T en funcion de la concentracién de
MNP@MEMO (rojo) y MNG (violeta). Ambos sistemas presentan una dependencia en funcién de
concentracion; al aumentar la concentracion tanto de las nanoparticulas silanizadas como del

nanogel magnético, se observa un aumento en la temperatura.

-Capitulo 5-



IEF] NANOGELES MAGNETICOS Y TERMOSENSIBLES

809
O
2
©
— 601 []
2 - MNG
© == MNP@MEMO
)
o 40+ )
1S
)
'_

0 1 2 3 4

Concentracién (mg/mL)

Figura 5.18 Dependencia de la temperatura en funcién de la concentracién de MNP@MEMO (rojo) y
MNG (violeta)

Luego del calentamiento de los MNG, éstos se estudiaron mediante distintas técnicas
como DLS, TEM y SEM encontrandose que no habia alteracion alguna en su estructura ni signo
de dafio o destruccidn del sistema. Por lo tanto, se obtuvieron capacidades de calentamiento
considerablemente altas a bajos tiempos de irradiacion y moderadas concentraciones. Los
resultados aqui expuestos permiten considerar la posibilidad de utilizar la irradiacion NIR tanto
como potencial estimulo para liberacion controlada de farmacos como para realizar un tratamiento

por hipertermia.

5.3.5 Estudios de citotoxicidad de los nanogeles magnéticos y termosensibles

Una vez evaluada la capacidad del sistema para responder a distintos estimulos como un
campo magnetico alternante o irradiacion NIR, se prosiguio con la investigacion de su toxicidad en
distintas lineas celulares.

Para ello, los MNG 2 fueron incubados con la linea celular HeLA y la multiresistente KB-
V1, ambas células cancerosas, durante 48 h como se detalla en Materiales y métodos 3.2.13.1.
La Figura 5.19 muestra la viabilidad celular relativa de ambas lineas celulares a distintas

concentraciones de los nanogeles. La misma fue determinada mediante el ensayo MTT.
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Figura 5.18 Viabilidad celular de las células a) HeLA y b) KB-V1 con distintas concentraciones de MNG2
Ccon sus respectivos errores.

Los valores de ICso (concentracion minima necesaria para reducir la poblacién de células
al 50 %) encontrados son 0,1mg/mL para la linea celular HeLa y 1,2 mg/mL para la linea celular
multiresistente KB-V1. Como tendencia general, se observo que los MNG resultaron menos toxicos
para la linea celular cancerosa multirresistente. Este resultado demuestra el gran potencial de
utilizar este sistema para el tratamiento de células cancerigenas multirresistente ya que se podria
utilizar una mayor concentracién del MNG en una dosis. Estos valores reflejan la baja toxicidad de

los nanogeles magnéticos basados en etilenglicol y nanoparticulas de magnetita silanizadas.
5.3.6 Estudios de liberacion controlada de farmacos

Al obtener resultados tan prometedores en cuanto a los distintos estimulos que pueden
ser utilizados para la liberacién especifica de un farmaco y en los estudios de citotoxicidad, en una
segunda etapa se continud con los estudios preliminares de encapsulacion. En este caso, se utilizo
como farmaco anticancerigeno modelo clohidrato de doxorrubicina (DOX.HCI). La estructura

quimica de la misma se muestra en la Figura 5.20.

Figura 5.20 Estructura quimica del farmaco modelo clohidrato de doxorrubicina.
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Para llevar a cabo la incorporacion, se sigui6 el protocolo detallado en la Materiales y
métodos 3.2.11.1. Los MNGs se pusieron en contacto con soluciones de distintas concentraciones
de DOX.HCI en buffer acetato pH 5,5 que variaban entre 0,5 mM y 2,5 mM. Las mismas se
mantuvieron bajo agitacion mecanica durante 16 hs para luego separar magnéticamente los
nanogeles y cuantificar la incorporacion mediante espectofotrometria UV-vis. Todos los estudios
se realizaron por triplicado.

Analizando los resultados obtenidos, en ninguno de los casos se encontrd una
incorporacion del farmaco al sistema siendo la concentracion de la solucién de DOX.HCI
remanente igual a la concentracion inicial. Probablemente, en este ensayo preliminar el farmaco
elegido no haya sido el indicado dado a su alto caracter hidrofilico por estar en la forma de
clorhidrato. Por esta razén, se presume que al ser el clohidrato de doxorrubicina hidrofilica,
permanece en la solucion, desfavoreciendo la incorporacion del farmaco en la red del nanogel.
Frente a este hecho, se propone realizar en el futuro como alternativa estudios de encapsulacion

0 bien con farmacos mas hidrofébicos o con moléculas mas voluminosas como son las proteinas.
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5.4 CONCLUSIONES PARCIALES

En este capitulo se extendi6 exitosamente el empleo de la ultrasonicacion para la sintesis
de nanogeles magnéticos y termosensibles. Siendo éste el primer reporte de un nanogel basado
en OEG que incorporé de forma covalente nanoparticulas magnéticas en la matriz polimérica
mediante una sintesis asistida por ultrasonicacion.

Se realizd la sintesis de MNPs de magnetita mediante coprecipitacion de sales de hierro
con su posterior silanizacion para la obtenciéon de grupos funcionales vinilo en la superficie,
evidenciando la exitosa modificacion mediante FT-IR.

Luego se sintetizaron los diferentes MNGs utilizando a la MNP como entrecruzante. Se
confirmé que la metodologia empleada permite un gran control del tamafio de los MNGs. Una vez
mas, se comprobd la versatilidad de la técnica de ultrasonicacion para la obtencion de nanogeles.

Por otro lado, los MNGs presentaron un comportamiento termosensible y se ha
demostrado que variando los distintos mondmeros y cantidad de entrecruzante se puede modificar
la Tir. También, se encontr6 una alta estabilidad del sistema en dispersion, demostrando ser
factible la separacion magnética del mismo con un simple iman comercial.

Adicionalmente, se evaluaron posibles estimulos para el tratamiento combinado por
hipertermia y diagnéstico por imagenes de resonancia magnética. Por un lado, se analizaron las
propiedades magnéticas del sistema demostrandose el comportamiento superparamagnético del
mismo confirmando asi, el potencial uso de los MNGs para el tratamiento del cancer por
hipertermia. Por otra parte, para los MNGs se obtuvieron valores de relajacion similares al de los
agentes de contraste comerciales de IRM (170 mM-! s-), garantizando también su empleo como
nanodispositivo en teragnosis. Para analizar la toxicidad de los nanogeles se realizaron estudios
de citotoxicidad, encontrandose muy buenos resultados en cuanto a la viabilidad celular de los
mismos.

Por Ultimo, se evalu6 la incorporacion de un farmaco anticancerigéno modelo como
clohidrato de doxorrubicina. Para el protocolo utilizado, no se incorporé la doxorrubicina. Se
propone para futuras investigaciones, realizar la incorporacion de farmacos mas hidrofébicos como

proteinas.
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6.1 INTRODUCCION

El término click se refiere a las transformaciones quimicas faciles, eficientes, selectivas y
versatiles que conducen a un solo producto y son utilizadas ampliamente en sintesis organica.' En
particular, debido a su alta reactividad, excelente selectividad y condiciones de reaccion suaves,
esta técnica se ha transformado en una de las estrategias mas prometedoras para la sintesis de
hidrogeles, microgeles y nanogeles, siendo éstos altamente compatibles con los bioactivos
encapsulados incluyendo células vivas, proteinas y farmacos.2 La quimica click, especialmente la
cicloadicion azida-alquino, permite la preparacién de hidrogeles y nanogeles con estructuras
moleculares bien definidas y propiedades mecanicas sorprendentemente mejoradas, debido a la
especificidad y los rendimientos cuantitativos que se obtienen.?

En los ultimos afios, se han reportado distintos antecedentes de sintesis de nanogeles
mediante quimica click con una amplia variedad de polimeros, ya sean de origen natural como
sintético. Unos de los sistemas més estudiados son los nanogeles compuestos por acido
hialurénico. Chen y colaboradores* sintetizaron nanogeles fluorescentes de &cido hialurénico (HA)
para la encapsulacion y la administraciéon intracelular de proteinas apoptéticas dirigidas al tumor.
Dos farmacos proteinicos intracelulares, citocromo C (CC) y granzima B (GrB), se incorporaron en
los nanogeles preservando su bioactividad. Los nanogeles de HA con carga de CC y GrB fueron
dirigidos eficazmente y liberaron las proteinas a células de cancer MCF-7 y A549 positivas para
CD44, produciendo efectos antitumorales sorprendentes con una concentracién inhibitoria medio-
maxima miles de veces menor que los quimioterapicos clinicos. De igual manera, Li'y su grupo de
investigacion® disefiaron nanogeles de acido hialurénico a partir HA-g-oligoetilenglicol-tetrazol a
través de nanoprecipitacion inversa y quimica fotoclick de "tetrazol-alqueno" con L-cistina
dimetacrilamida (MA-Cys-MA). Estos sistemas exhibieron una incorporacion altamente eficiente
de citocromo C y una administracion dirigida del mismo al tumor de mama MCF-7 xenoinjertado
en ratones.

Por otro lado, Zhang y su grupo de investigacién® sintetizaron nanogeles mediante
quimica click basados en metoxi poli(etilenglicol)-b-poli(y-propargil-L-glutamato) con grupos
alquinos terminales, utilizando como entrecruzante una molécula diazidada que contenia un enlace
disulfuro. A su vez, se conjugd DOX a través de un enlace hidrazona sensible a pH acidos. Los
nanogeles fueron internalizados de manera exitosa por las células cancerosas permitiendo liberar
la DOX en el ambiente acido y reductor de la célula. Ademas, Heller et al.” presentaron un método
facil para producir nanogeles utilizando quimica click a partir del biopolimero dextrano que fue

modificado con grupos alquinos y azida a través de emulsion inversa. Estos nanogeles presentaron
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grupos funcionales libres para la posterior modificacién superficial con grupos targeting para
distintos tejidos, incluyendo el 6seo mediante quimica click. Los nanogeles resultaron
biodegradables, exhibieron una citotoxicidad extremadamente baja in vitro y se toleraron a altas
dosis in vivo.

También, el grupo de Haag® sintetizd nanogeles de poliglicerol dendritico mediante
quimica click y nanoprecipitacion. Los nanogeles presentaron tamafio definido, con diametros
ajustables entre 100 y 1000 nm y se encapsuld exitosamente la enzima asparaginasa con una
eficacia de casi el 100%. Al liberar la enzima mediante degradacién en ambientes acidos, no se
observaron cambios estructurales de la misma y se retuvo la actividad enzimética completa. En
esta misma linea, el grupo de Calderdn® estudié nanogeles termosensibles basados en poliglicerol
lineal y dendritico obteniéndose un sistema que podia incorporar de forma in situ doxorrubicina
con una eficiencia de incorporaciéon muy buena. En la Figura 6.1 se muestra el esquema de sintesis

estos nanogeles.

tPG diazidado
dPG-BCN (T, ~ 30 °C)
po
A OMe OEt
',‘_'3;‘ ‘;- o™ o A,
DMF g, P
Agua

Termo-nanoprecipitacion

Figura 6.1 Representacidn esquematica de la sintesis de nanogel por termonanoprecipitacion.
Reproducido de la referencia 9.

Sin embargo, hasta el momento hay muy pocas publicaciones acerca de nanogeles
hibridos sintetizados a partir de quimica click. En particular, no se encuentran reportes de

nanogeles magnéticos y termosensibles obtenidos empleando esta metodologia.
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6.2 OBJETIVOS

Por las razones anteriormente expuestas, se plante6 estudiar otra metodologia sintética
para el disefio racional de nanogeles magnéticos. La técnica elegida para el estudio fue quimica
click libre de cobre, promovida por tension anular.

En este capitulo, se presenta el desarrollo de una novedosa metodologia basada en la
termonanoprecipitacion asistida por ultrasonicacion. En este caso, para el sistema elegido, se
seleccion la técnica grafting to mediante quimica click promovida por tension anular. Para obtener
el nanogel se requieren previamente bloques constructores, el polimero ya sintetizado y la
nanoparticula magnética como entrecruzante. En particular, los bloques constructores fueron
nanoparticulas magnéticas modificadas con grupos funcionales biciclononino (BCN) y poliglicerol
lineal termosensible diazidado (N3-tPG-N3). Se planteé comparar esta estrategia de sintesis con
la utilizada en los capitulos anteriores donde la sintesis de los nanogeles se realizaba a partir de
los ménomeros y entrecruzantes.

Afin de corroborar esta hipotesis, se desprenden los siguientes objetivos especificos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Sintetizar y modificar nanoparticulas magnéticas con grupos alquinos.
e Sintetizar poliglicerol lineal termosensible.
e Sintetizar y caracterizar nanogeles magnéticos y termosensibles mediante quimica click.
e Realizar estudios de aplicacién en nanomedicina:
= Evaluar los nanogeles para liberacion controlada de farmacos.
= Evaluar los nanogeles como nanodispositivos de captura de células circulantes

de metastasis.
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6.3 RESULTADOS Y DISCUSION

En estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion se analizaron dos rutas
sintéticas para la obtencién de los nanogeles magnéticos mediante quimica click.'® Por un lado,
la utilizacién de nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con grupos azidas y tPG con grupos
BCN terminales o bien, nanoparticulas magnéticas decoradas con BCN y el tPG con grupos azidas.
Se demostrd que al utilizar la dltima via mencionada, se obtuvieron mejores resultados en lo que
refiere a tamafios de particulas y polidispersidad.

Por lo tanto, en esta tesis se planted el empleo de estos bloques constructores para la sintesis

del nanogel.

6.3.1 Sintesis y modificacion de nanoparticulas magnéticas

Uno de los bloques constructores elegidos fue la nanoparticula magnética modificada con
grupos BCN (MNP@BCN). La utilizacion de las mismas confiere propiedades Unicas como el
superparamagnetismo que resultan interesantes para el estudio del nanogel hibrido ya sea como
agente de contraste o como dispositivo de captura de CTCs debido a su facil separacion magnética
del medio.

En una primera etapa se realizo la sintesis de las MNPs nuevamente con la metodologia
de coprecipitacion de sales de hierro."" En la Figura 6. 2 se muestran los resultados obtenidos en

microscopia de transmision electrénica y espectroscopia infrarroja.

a) b)

[Ce]

Transmitancia (%)
[ee]

@ -

§H)OO 3000 2000 1000
Nuamero de onda (cm™)

Figura 6. 2 a) Imagen TEM y b) espectro FT-IR de las MNPs.

En la Figura 6. 2 a) se observa la imagen obtenida por microscopia electronica de
transmision (TEM). La misma denota que se obtuvieron particulas esféricas y de poca
polidispersidad con un tamafio promedio de 5 £ 2 nm. A su vez, en el espectro de FT-IR, la banda
a 590 cm correspondiente a la tension Fe-O de la magnetita indica la exitosa sintesis de las
nanoparticulas (Figura 6. 2 b).
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Posteriormente, para la modificacion superficial de las MNPs con grupos amino se llevé a
cabo la silanizacion de las mismas con 3-aminopropil trietoxisilano (APTES) mediante una
metodologia ya reportada por Bloemen y colaboradores'? (Materiales y métodos 3.2.3.2), aunque
se mejord la misma mediante el uso de ultrasonicacion reduciendo los tiempos de reaccion a 10
minutos y utilizando solventes amigables con el medio ambiente como el agua y el etanol. En la

Figura 6.3 se detalla el esquema de modificacion superficial.
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Figura 6.3 Esquema de modificacion de las MNPs con el agente silano APTES.

Para verificar la funcionalizacién de las MNP@APTES se caracterizaron mediante
distintas técnicas. Como se observa en la Figura 6. 4 a), se observd mediante TEM que el tamafio
de las nanoparticulas se mantiene constante luego de la modificacion con el silano con un valor
promedio de 5+2 nm. Asimismo, la incorporacion del agente silano APTES en las MNP se
corrobord mediante espectroscopia FT-IR (Figura 6. 4 b). Ademas de contener las sefiales
caracteristicas de la tension Fe-O de la magnetita, aparecen principalmente 3 sefiales nuevas. Por
un lado, alrededor de 1200 cm~! se encuentra la banda caracteristica de la tension Si-O de los
silanos. Adicionalmente, pueden distinguirse las sefales caracteristicas de la cadena carbonada
del silano: a 2916 cm-'y 2871 cm-! propias del estiramiento C-H alifatico, y alrededor de 3500 cm-

' una banda correspondiente al estiramiento N-H de aminas primarias.
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Figura 6. 4 a) Imagen TEM y b) espectro FT-IR de las MNP@APTES

Para analizar la modificacién superficial de las MNPs, se efectué una estimacién de los
grupos amino disponibles para reaccionar en la nanoparticula. Para ello, se realizé una titulacion
colorimétrica mediante la formacién de la sal correspondiente entre el &cido picrico y los grupos
amino disponibles de la nanoparticula siguiendo la metodologia reportada por Gisin y su grupo de
investigacion® y Wang y colaboradores' (Materiales y métodos 3.2.3.2). Para calcular el nimero
de nanoparticulas se realizaron medidas de NTA.

Para realizar dicha aproximacién, se consideraron los siguientes parametros:

e Las nanoparticulas tienen un tamafio alrededor de 5 nm.

e El resultado obtenido mediante la titulacién colorimétrica fue 3,177x10-8 mol de grupos
amino por mL de solucién de MNP@APTES.

e El numero de nanoparticulas obtenidos mediante NTA fue 2.823x10-'2 mol/mL pero se
encontré un tamafio promedio de 100 nm por lo que las nanoparticulas se encuentran en
agregados de este tamafio.

Si se calcula el coeficiente de grupos aminos por nanoparticula considerando
nanoparticulas de 5 nm, el valor obtenido es 11254 (3,177x10-® mol de grupos amino/2.823x10-12
mol de nanoparticuals). Sin embargo, el diametro real en solucion de las nanoparticulas medido por
NTA es de 100 nmy por lo tanto ese valor es el correspondiente a los aminos disponibles en el
agregado. Entonces, para realizar una primera aproximacion de la cantidad de grupos amino
disponibles, se calcul6 el volumen de una esfera hueca de 100 nm de diametro (el diametro del
agregado) y 5 nm de espesor (el diametro de una nanoparticula aislada). Asi, se calculé el volumen
como la resta de los volimenes de una esfera de 50 nm de radio y otra de 45 nm de radio en

funcién de la siguiente ecuacién:

V= grr(SO nm)3 — gﬂ(45 nm)®  Ec. 6.1
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El volumen calculado fue 14200 nm3. Con este valor, se calculd la cantidad de

nanoparticulas de 5 nm que entran en esta esfera hueca sabiendo el volumen de las NP pequefias
V= §n2.53=65 nm?3) obteniendo como resultado un valor de 2185. Finalmente, se dividié por
este factor el coeficiente obtenido previamente (11254/2185), encontrando que el nimero de
grupos aminos por nanoparticula es por lo menos 5.

Con el fin de obtener grupos alquinos en la superficie de la nanoparticula, se prosiguié con
una segunda modificacion para la obtencion final de grupos BCN. Para tal propdsito, se
modificaron los grupos amino de las MNP@APTES con BCN-p-nitrofenil carbonato (BCN-PNP)
(Materiales y métodos 3.2.3.3), mediante un ataque nucleofilico del grupo amino terminal del
APTES al carbonilo de la molécula BCN-PNP, obteniéndose una unién carbamato entre el
MNP@APTES y el BCN como se esquematiza en la Figura 6.5.
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Figura 6.5 Modificacidn superficial de las MNPs con los grupos BCN.

Como se muestra en la Figura 6.6 a), el tamafio de las nanoparticulas se mantiene.
Asimismo, se confirmé la reaccion mediante FT-IR (Figura 6.6 b) debido a la presencia de la sefal
caracteristica a 2100 cm correspondiente al estiramiento C-Csp del grupo alquino vy la
desaparicion de la banda alrededor de 3500 cm' correspondiente al estiramiento N-H de aminas
primarias, ademas de las bandas caracteristicas del silano y la nanoparticula. También se realiz6
por espectrofotometria UV-Vis los grupos BCN mediante la conjugacién de las nanoparticulas con
el colorante dansilazida (previamente sintetizado a partir del cloruro de dansilo) a través de quimica
click y posterior separacion magnética de las MNP@BCN. Para este calculo se procedi6 de
manera analoga para la estimacion de grupos amino disponible. Se determiné la presencia de 5

grupos BCN disponibles por nanoparticula.
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Figura 6.6 a) Imagen TEM y b) espectro FT-IR de las MNP@BCN.

6.3.2 Sintesis de poliglicerol lineal termosensible diazidado (N3-tPG-Ns)

Una vez sintetizada la nanoparticula magnética modificada superficialmente con grupos
BCN, se prosiguié con la sintesis del polimero. Los poliéteres como el poliglicerol lineal
termosensible (tPG) son buenos candidatos para el disefio de nanodispositivos debido a su
biocompatibilidad's.16 y versatilidad'”-'°. En particular, los tPG, a base de glicidil metil éter (GME)
y éter etilico de glicidilo (EGE) presentan un comportamiento termosensible y su T« puede ser
ajustada entre 15-57 °C variando la relacién molar entre GME/EGE. 620 Por estas razones es que
se eligié el tPG como bloque constructor para los nanogeles hibridos.

Para la obtencion del polimero diazidado se sigui6 el protocolo publicado por Giulbudagian
y colaboradores®. Primero se realizd una polimerizacién anidnica por apertura de anillo como se

muestra en la Figura 6.7 para obtener asi el poliglicerol lineal termosensible con un bromo y un
hidroxilo terminal.

(0} O"-...,
m £/
Glycidil metil éter (GME) g1 “o
MeO o Br
o o Tolueno
n Z >/ \\ e0”] [Et07]

Etil glycidil éter (EGE)

Figura 6.7 Esquema de polimerizacién por apertura de anillo para la obtencién de tPG.

Este polimero sélo cuenta con solo un buen grupo saliente, el bromuro, por lo tanto, para
realizar una diazidacion primero hay que modificar el grupo hidroxilo para que sea un buen grupo

saliente. Para ello, se llevd a cabo una mesilacion utilizando cloruro de mesilo como se
esquematiza en la Figura 6.8.

-Capitulo 6-
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Figura 6.8 Esquema de mesilacion del tPG.

Finalmente, se realizd una diazidacion con azida de sodio para la obtencién del tPG
diazidado (N3-tPG-N3) como se muestra en la Figura 6.9. La modificacion con los grupos azida se
confirmd mediante FT-IR debido a la aparicién de la sefial caracteristica del grupo azida a 2100
cm . Se sintetizaron N3-tPG-Ns de distintos pesos moleculares, 5 kDa, 10 kDa y 15 kDa y se
caracterizaron mediante RMN 'H obteniendo las sefiales caracteristicas del polimero (Materiales
y métodos 3.2.4). El PM se corroboré mediante cromatografia de permeacion de geles. Para
analizar el comportamiento termosensible de los distintos polimeros sintetizados, se realiz6 una

turbidimetria obteniéndose una Tt de 40 °C.

MsO N3
NaN; N
Meo\l[o‘,ﬁ%Br ) MeO o 3
eO m EtO n DMF, 90 °C eO - EtO n

Figura 6.9 Azidacion del poliglicerol termosensible.

6.3.3 Sintesis y caracterizacion de nanogeles magnéticos y termosensibles

Una vez finalizada la sintesis y caracterizacion de los distintos bloques constructores, se
continud con el estudio de la sintesis de los nanogeles hibridos. En la sintesis de los MNGs se
utilizan las MNP@BCN como agente entrecruzante. A su vez, el tPG diazidado se utilizé como la
red polimérica termosensible, se emplearon diferentes tPG de 5, 10 y 15 kDa. La Figura 6. 10
muestra el esquema de reaccion para la obtencion de los MNGs. Los mismos se sintetizaron a
traves de una cicloadicion de Huisgen azida-alquino promovida por tensién anular entre los grupos
azida del polimero y los grupos BCN de la nanoparticula. Cabe destacar que, para este tipo de
reaccion, al ser promovida por tension anular, no se necesita utilizar cobre resultando una via mas
limpia y amigable con el medioambiente. Los mismos se sintetizaron mediante la metodologia de

nanoprecipitacion asistida por ultrasonicacion (Materiales y métodos 3.2.6.3).
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Figura 6. 10 a) Sintesis de nanogeles magnéticos mediante nanoprecipitacion asistida por
ultrasonicacién, b) Esquema de formacién de los MNG@TT.

Mediante esta metodologia se obtuvieron MNGs con tamafios controlados y de manera
rapida, tan solo en 15 minutos y sin utilizar surfactante. El empleo de un ultrasonicador de punta
permitid un gran control de la agregacion del sistema en comparacion con la sintesis, ya sea con
agitacion convencional como con un bafio de ultrasonicacion.

Mediante espectroscopia FT-IR se confirmd la reaccion de entrecruzamiento entre el grupo
azida del polimero y los grupos BCN debido a la desaparicion de la sefial caracteristica del grupo
azida a 2099 cm-e indicando la formacion de triazol a través de la cicloadicion de Huisgen

promovida por tension anular. El espectro del nanogel magnético se muestra en la Figura 6.11.
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Figura 6.11 Espectro FT-IR de los MNGs.

Para analizar la morfologia de los nanogeles magnéticos obtenidos se realizaron estudios

de microscopia TEM y SEM. Las imé&genes obtenidas se muestran en la Figura 6.12.

a)

Figura 6.12 Imagenes a) TEM y b) SEM de los MNGs.
Como se observa en las imagenes, el nanogel presentd una morfologia globular con

tamarios alrededor de 150 nm similares a los obtenidos en el Capitulo 5. Los tamafios obtenidos
mediante NTA, 177 nm, coincidieron con los tamafios obtenidos mediante microscopia TEM.
Ademas, para corroborar el comportamiento termosensible se realizaron turbidimetrias

encontrandose que el MNG tenia una T alrededor de 42 °C.

-Capitulo 6-
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A su vez, para analizar la composicion de los nanogeles se realizaron estudios de
termogravimetria. En la Figura 6. 13 se muestra que el porcentaje de pérdida de masa de los
nanogeles es del 17 % entre 200 y 400 °C. La misma es atribuida a la descomposicion térmica del

contenido organico, es decir, al polimero.
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Figura 6. 13 Analisis termogravimétrico de los MNGs sintetizados con tPG de 10 kDa.

Por otro lado, se estudiaron las propiedades magnéticas del sistema. Estos experimentos
se realizaron en colaboracion con el Dr. Bastian Klemke del Helmholtz-Zentrum Berlin fur
Materialien und Energie de Berlin, Alemania. En la Figura 6.14 se observan medidas de
magnetizacion tanto en funcion al campo externo aplicado (Figura 6.14 a) como en funcion de la
temperatura (Figura 6.14 b). Se demostrd el comportamiento superparamagnético tanto de las
MNPs como de los MNGs ya que no se observaron ciclos de histéresis.

Ademas, se encontr6 que las MNPs presentaron una magnetizacién mayor que el MNG.
Este resultado puede explicarse debido a que, en la masa total medida para el MNG, parte de la
misma corresponde a polimero el cual no tiene propiedades magnéticas. Asimismo, como el
sistema contiene un polimero termosensible, se analizé el efecto de la temperatura en el
comportamiento magnético del MNG (Figura 6.14 b). La magnetizacién disminuye linealmente con

la temperatura y no se vio afectada cerca de la Tt del sistema (42 °C).



NANOGELES MAGNETICOS Y TERMOSENSIBLES

a) b)
. = 0.331
- E Ty
3 F—— g 032
2 s /
g, —met 2
§ 8 0.301
g 2 .20
= g
0 = 028 T T T T
300 305 310 315 320
Temperatura (K)

-20000 -10000 0 10000 20000
Campo magnético externo (Oe)

Figura 6.14 a) Magnetizacidn vs campo magnético externo de MNPs (verde) y MNG (violeta) a 300 K, b)
Magnetizacion vs temperatura de MNG@TT.

Por otra parte, para demostrar el potencial uso del sistema como agente de contraste, se
tomaron imagenes de resonancia magnética (IRM). Como se muestra en la Figura 6. 15, se
midieron los tiempos de relajacion transversal (R2 = 1/ T2) de distintas concentraciones de MNG.
El valor de relajacion Rz obtenido fue (16 = 1)x10' mM-" s~1, dentro del rango en el que se
encuentran los agentes de contrastes comerciales como el Feridex (120 mM-1 s71) y el Resovist
(189 mM-1s71).21
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Figura 6. 15 Tiempos de relajacion transversal R, e imagenes de IMR a distintas concentraciones de
hierro.
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6.3.4 Potenciales aplicaciones de los nanogeles magnéticos en nanomedicina
6.3.4.1 Estudio de liberacion controlada de farmacos

Para evaluar la aplicacion de los nanogeles como sistemas de liberacion controlada de
farmacos se prosiguié con los estudios preliminares de encapsulacion y liberacion de farmacos.
En este caso, nuevamente se utilizo como farmaco anticancerigeno modelo, clohidrato de
doxorrubicina (DOX.HCI).

Para llevar a cabo dicha incorporacion, se siguié el protocolo detallado en la Seccion de
Materiales y métodos 3.2.11.2. De manera general, 5 mg del MNG se pusieron en contacto con
2,5 mL de una solucién de DOX.HCI 0,2 mM en buffer acetato pH 5. Los MNGs se mantuvieron
bajo agitacién mecanica durante 16 h para luego separar magnéticamente los sistemas y lavarlos
dos veces con buffer acetato. Luego se procedié a cuantificar el sobrenadante mediante
espectrofometria UV-Vis para poder calcular el porcentaje de farmaco incorporado. Todos los
estudios se realizaron por triplicado.

Para evaluar la cantidad de doxorrubicina incorporada en los sistemas, se analizaron dos
parametros. El primer parametro se denomina eficiencia de encapsulacion (EE%) y hace
referencia a la cantidad de farmaco incorporado en funcion de la cantidad total a la que se expuso

el sistema y se calcula en funcion de la ecuacion 6.2.2223

ntotalDOX—-nDOX libre
EE% = x 100% Ec. 6.2
ntotal DOX

Donde ntotalDOX es el niumero de moles de DOX.HCI presentes en la solucién inicial y nDOX libre el
numero de moles presentes en la solucién remanente.

Por otro lado, otro parametro es el contenido del farmaco en el nanodispositivo (DLC, por
sus siglas en inglés Drug Loading Content). EI mismo refleja la cantidad de farmaco incorporado

en el nanodispositivo y se obtiene a partir de la ecuacion 6.3.2224

m DOX incorporada

DLC% = x100% Ec.6.3

m total nanodispositivo

Donde mDOX incorporada es la masa de DOX.HCI incorporada en el sistema y mtotal del nanodispositivo
la masa total del nanodispoitivo.

Los valores encontrados para la incorporacién de DOXHCI al MNG fueron una
EE%= (10 £2) % y una DLC%= (6 + 1) %. Estos valores son ligeramente menores a los esperados
para nanogeles, pero puede deberse principalmente a que se utiliza como entrecruzante una
nanoparticula rigida como son las nanoparticulas de magnetita y a su vez, al ser magnéticas,

pueden agregarse disminuyendo el tamafio del poro del nanogel y por consecuencia, reducir el
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porcentaje de incorporacion del farmaco. De igual manera, también queda pendiente el anélisis a
distintas condiciones para poder optimizar asi la encapsulacién del farmaco.

En los estudios de liberacion, al ser el polimero utilizado termosensible, se analizé la
influencia de la temperatura en el proceso de liberacién. Para ello se realizaron 2 experimentos
analogos, uno a temperatura ambiente y el otro a 50 °C, por encima de la T. De manera general,
el MNG cargado se coloco en buffer fosfato pH 7,5 y se midio la liberacion de DOX.HCI a distintos
tiempos mediante espectrofotmetria UV-Vis como se indica en la Seccién Materiales y Métodos
3.2.12. Cada experimento se realizé por triplicado.

Los perfiles de liberacion se muestran en la Figura 6. 16 . Se observé una liberacion en
dos etapas, una liberaciéon rapida en los primeros minutos y luego otra a las 6 h. Este
comportamiento puede ser atribuido a la difusidn del farmaco de la capa de superficial del nanogel
debido a la diferencia en el gradiente de concentracion con el entorno exterior como se ha
reportado para otros sistemas.?>-27 En este sentido, se puede presumir que primero se libera el
farmaco que esta interactuando con la capa mas superficial del sistema. En una primera
aproximacion, este comportamiento podria ser justificado debido a que luego de 6 h, las
interacciones entre las moléculas del farmaco y las nanoparticulas magnéticas como también la
red polimérica que componen el nanodispositivo pueden romperse v, liberar asi la DOX.HCI. Sin
embargo, restan realizar més estudios analizando distintas condiciones de liberacién para
observar si este comportamiento se mantiene. Este perfil de liberacion es realmente alentador ya
que podria realizar una liberacion a partir de las 6 h, dando tiempo al nanodispositivo para llegar
a la zona que ha de ser tratada. Ademas, se observo que la liberacion era sostenida al menos
hasta 24 h.

a) b)
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Figura 6. 16 Perfil de liberacion de DOX.HCI de los MNG a temperatura ambiente y 50 °C. a) tiempo total
y b) primeros 10 minutos de liberacién con sus respectivos errores.
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Analizando el efecto de la temperatura, se observo que, a temperatura ambiente (linea
roja), luego de las 6 h la liberacion del farmaco fue lenta llegando a un 55 % a las 24 h mientras
que, a altas temperaturas, 50 °C (linea rosa), se observo una mayor liberacion llegando al 80 %
liberado luego de las 24 h. Este comportamiento puede atribuirse al caracter termosensible del
nanogel: al estar por encima de la temperatura de transicion de fase, el sistema colapsa y libera

asi, mas facilmente el farmaco.

Por lo tanto, debido a que los resultados obtenidos para la liberacién de DOX.HCI son muy
alentadores, se plantea continuar en el futuro con el estudio y optimizacion de la liberacion de

farmacos para luego realizar estudios biolégicos analizando este efecto.

6.3.4.2 Estudios de eficiencia de captura de células circulantes de metastasis (CTCs)

En los ultimos afios, una amplia rama de la medicina y de la nanomedicina se ha dedicado
ala busqueda de un tratamiento para la cura del cancer principalmente porque éste puede no sélo
afectar localmente a un tejido especifico, sino que puede extenderse por todo el cuerpo
comprometiendo la vida del paciente. Cuando esto sucede, las células cancerosas se separan del
tumor original (primario), viajan a través del sistema sanguineo y/o linfatico y forman un tumor
nuevo en otros drganos o tejidos del cuerpo, asi ocurre la metéastasis.28-30 Es ésta y no el tumor
primario, la responsable de alrededor del 90 % de las muertes causadas por el cancer.31.32 Por
este motivo resulta sumamente importante la identificacion de las células cancerosas que viajan
por el organismo, llamadas células circulantes de metastasis (CTCs por sus siglas en inglés). Esto
permitiria la optimizacion de los tratamientos asi como el indice de supervivencia de los
pacientes.3® Considerando que las CTCs son extremadamente raras en el torrente sanguineo, es
un gran desafio la deteccidn de las mismas diferenciandolas de las células hematoldgicas.*

Enla actualidad, se han desarrollado distintas estrategias para mejorar tanto el aislamiento
como la deteccion de CTCs de muestras en sangre e in vivo.34% Entre ellas, las metodologias
utilizadas para su aislamiento y deteccién estan basadas en dispositivos del tipo Velcro,3®
dispositivos microfluidicos como CTC-chips,®” sistemas DEPArray®® o0 métodos de enriquecimiento
de CTCs, dispositivos electrocinéticos de enriquecimiento®® y CellColector.40 Ademas,
nanoparticulas basadas en inmunoquimica como CellSearch#! y MagSweeper pueden identificar
y captar CTCs del torrente sanguineo.*2

Principalmente, estos sistemas constan de nanoparticulas (NPs) recubiertas con
anticuerpos (Figura 6. 17) que se interactuan con las moléculas de adhesion pertenecientes a las
células epiteliales (EpCAM, por sus siglas en inglés). Las mismas estan frecuentemente
sobreexpresadas en los carcinomas. Sin embargo, estos experimentos de captura de CTCs
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basados en anticuerpos presentan varias desventajas, tales como la baja capacidad de captar las
CTCs que carecen de la proteina EpCAM ya que esta glicoproteina no se expresa en los canceres
de origen no epitelial. Asimismo, en las células cancerosas, la EpCAM se expresa de forma
heterogénea siendo que algunas células en un tumor tienen mas EpCAM que otras células en el

mismo tumor.43:44

O = panoparticula

S

7 P “ = Anti-EpCAM

Figura 6. 17 Esquema de una nanoparticula conjugada con el anticuerpo que reconoce las moléculas de
adhesion a las células epiteliales.

En este contexto, el empleo de la glicoproteina transferrina (Tf) como ligando modelo
surge como alternativa al uso de anticuerpos para la captura de CTCs ya que se conoce que la
concentracion del receptor de Tf en muchas células fenotipicas tumorales es considerablemente
mayor que en las células normales.>'-%4 Banerjee y colaboradores®® han reportado la sintesis de
nanodispositivos magneto-dendritico conjugados con Tf para la captura rapida y eficiente de
células cancerosas sobreexpresoras del receptor de Tf (TfR +) a partir de una suspension artificial
similar a las CTCs. Los mismos aislaron y realizaron imagenes de alta resolucion de las CTCs
capturadas.

Asi, es crucial un disefio y fabricacién inteligente de nanodispositivos para mejorar la
eficiencia de captura de CTCs. El control de la elasticidad, la estabilidad, el tamafio y la forma
de los nanodispositivos tiene un gran impacto en su interaccion con los biomateriales tales como
las células circulantes.46-50

Los nanogeles (NGs) se presentan como prometedores nanodispositivos ya que estos
parametros pueden ser controlados, sumado a la reproducibilidad de su sintesis.®:5” Como ya se
ha mencionado, los NGs hibridos con MNPs han brindado muchas oportunidades para ser
utilizados en el campo biomédico, incluyendo las imagenes celulares, la hipertermia, y la liberacion
avanzada de farmacos.58%9 Por |o anteriormente expuesto es que resulta de gran interés el disefio

de un nanodispositivo para la captura de CTCs basados en nanogeles hibridos. No obstante, es
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de suma importancia conocer como la MNP puede a ser incorporada al nanogel para optimizar su
uso en la captura de CTCs. La incorporacion covalente de las MNPs, empleandolas como
entrecruzante, podria asegurar la cantidad necesaria de MNPs en el sistema para obtener una
fuerza magnética dptima. Ademas, es de crucial importancia analizar cdmo va a ser incorporada
la molécula targeting.

Hasta el momento, no se encuentran reportes de la utilizacion de nanogeles magnéticos
y termosensibles para la captacion de células tumorales circulantes. Para analizar la potencial
aplicacion de los nanogeles como dispositivos de captura de CTCs los mismos fueron modificados
con transferrina. La misma se incorporé de manera covalente conjugandola previamente a un
espaciador con terminales azida para evaluar su posterior eficiencia como dispositivo de captura
de CTCs.

6.3.4.2.1 Conjugacion de la transferrina al espaciador

Para unir de manera covalente la transferrina a los nanogeles magnéticos es necesario
conjugar la proteina con un espaciador que tenga un grupo funcional que pueda reaccionar con el
nanogel. Por esta razdn, se propuso conjugar la transferrina a un espaciador derivado del PEG
con un grupo funcional azida. Este grupo podré reaccionar mediante quimica click con los grupos
BCN de la nanoparticula que no hayan sido involucrados en la formacién del nanogel.

Adicionalmente, se quiso estudiar la influencia de la distancia entre el MNG y la Tfen la
eficiencia de captura de las CTCs. Para ello, distintos espaciadores con distintos largos de cadena
fueron conjugados a la glicoproteina. Se utilizaron distintos espaciadores azido-PEG-N-
hidroxisuccinimida (N3-PEGh-NHS) con cadenas de polietilenglicol de diferente longitud (n=4, 8'y
12) obtenidos comercialmente. La conjugacion se realizé mediante la formacién de enlaces amida
entre las lisinas presentes en la Tf y los grupos NHS del espaciador (Materiales y métodos 3.2.5),
obteniendo el grupo azida libre para la posterior unién de la proteina al nanogel (Figura 6.18). Los
conjugados se purificaron mediante dialisis. Ademas, se estudiaron 5 relaciones de conjugacion
Tf-espaciador (1:1, 1:2, 1:5, 1:10, 1:20).
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Figura 6.18 Esquema de reaccién de la transferrina con el espaciador.
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Los conjugados fueron caracterizados mediante RMN 'H, FT-IR, espectrometria de masas
MALDI-TOF y dicroismo circular (CD). La Figura 6.19 muestra los espectros RMN 'Hy MALDI-TOF

para cada espaciador con sus distintas relaciones.

” ‘ I ;5 TrReference T
1:20 : ‘ & :
1:10 e R | ) Nl L L :;:"
1:5 i
1:2 '; ,///’/ M&w%__”,_im <
1:1 Lt Yl b LRl ) s N L ':é //\%‘\
n=8
120 [[H7 77 A
1:10 i : et k
155 s
|! - P
1:2 !1 I S~
n=12
I h: Ti-Reference
______.______‘ui'\_-d\_*__,__-\ A
1:20 | :
1:10 “““““\ AR
1:5 [PPSR
1:2 | ;— FEE -
M N e e,

Figura 6.19 Espectro de RMN 1H (izquierda) y MALDI-TOFF de los conjugados Tf-espaciador con
distintas relaciones.

Puede observarse en la Figura 6.19 que en todos los casos aparece la sefial alrededor de
3,5 ppm correspondiente a la cadena PEG del espaciador confirmando la conjugacion exitosa del
espaciador.

Para calcular la eficiencia de conjugacion para cada espaciador, es decir, de la relacién
Tf-espaciador que se utilizod, qué cantidad realmente se conjugo, se empled espectrometria de
masas MALDI-TOF mediante la cual se obtuvo el peso molecular de cada conjugado. En la Tabla
6.1 se muestran los distintos conjugados estudiados.
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Tabla 6.1 Resumen de los resultados de conjugacion de la transferrina al espaciador.

Conjungado Tf- Largo de la cadena Relacion tedrica  Relacion observada
espaciador (n) del espaciador Tf : espaciador Tf : espaciador
1 1:1 1:0,5
2 1:2 1:1
3 4 1:5 1:3
4 1:10 1:5
5 1:20 1:9
6 1:1 1:0,5
7 1:2 1:1
8 8 1:5 1:3
9 1:10 1:5
10 1:20 1:9
1 1:1 1:0,5

12 1:2 1:1
13 12 1:5 1:3
14 1:10 1:5
15 1:20 1:9

Se observo que los valores reales de conjugacion para todos los largos de cadena fueron
1:0,5,1:1, 1:3, 1:5, 1:9. Por lo tanto, se obtuvo que la eficiencia de conjugacién fue del 50 % para
todos los casos sin importar ni el largo del espaciador ni la relacién Tf.espaciador empleada.

Por otro lado, mediante espectroscopia FT-IR se confirmé la conjugacion debido a la
presencia de la sefial correspondiente al grupo azida a 2099 cm-'. Ademas, para analizar si la
estructura de la proteina se ve afectada debido a la conjugacion con el espaciador, se realizaron
medidas de dicroismo circular (CD) para todos los conjugados. A modo representativo, la Figura
6.20 muestra los resultados obtenidos para los conjugados utilizando el espaciador con un largo
de 12 unidades de PEG. Tanto para este espaciador como para el otro, no se encontraron cambios
estructurales de la transferrina luego de la conjugacién ya que no se observé ningin cambio en el
perfil obtenido mediante CD en el rango entre 190-240 nm. Este hecho permite afirmar que la

conjugacion quimica del espaciador no tiene influencia en la integridad estructural de la proteina.

-Capitulo 6-
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Figura 6.20 Dicroismo circular de los conjugados Tf-PEG+,-N3 con distintas relaciones Tf:espaciador.

6.3.4.2.2 Sintesis de los nanogeles magnéticos funcionalizados con transferrina (MNG@Tf)

En la sintesis de los MNG@TT, el empleo de las MNP@BCN como bloque constructor tuvo
una doble funcion, actuar como entrecruzante y a su vez, como sitio de anclaje del conjugado Tf-
espaciador. Por su parte los conjugados con diferentes largos de cadena PEG unidos
quimicamente se utilizaron para la posterior deteccion de las CTCs. Para su sintesis, se realiz6 un
protocolo similar al informado anteriormente, pero al final de la reaccién se inyectd al crudo de
reaccion los distintos conjugados con terminales azida para que reaccionen con los grupos BCN

de la nanoparticula que quedaron sin reaccionar como puede observarse en la Figura 6.21.
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Figura 6.21 a) Metodologia de nanoprecipitacion asistida por ultrasonicacion de punta, b) Esquema de
formacion de los MNG@TT.

En la Tabla 6.2 se presenta un resumen de los MNG@Tf obtenidos bajo distintas
condiciones junto con el tamafio observado.
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Tabla 6.2 Resultados obtenidos para los distintos MNG@TT sintetizados.

Tf-PEGy-N3 Cantidad deTf
Hestre Relacion Tf- |
espaciador

MNG@Tf 1 - - (23 £ 9) x101

MNG@Tf 2 4 (16 £ 9) x10 4
MNG@Tf 3 8 111 (114 9) x101 2
MNG@Tf 4 12 (12 £ 6) x10 2
MNG@Tf 5 4 (14x7) x10° 4
MNG@Tf 6 8 1:3 (114) x10° 4
MNG@Tf 7 5 12 (13+5) x101 6
MNG@Tf 8 4 (15+8) x10° 4
MNG@Tf 9 8 1:5 (2118) x101 4
MNG@Tf 10 12 (19+7) x10° 2
MNG@Tf 11 4 (17£9) x10° 2
MNG@Tf 12 8 1:9 (16+4) x10° 2
MNG@Tf 13 12 (159) x101 2
MNG@Tf 14 15 8 1:3 (14x4) x10° 2

3 Didmetro hidrodinamico por NTA; ? Concentracién obtenida a través del test de Bradford.

En una primera instancia, se sintetizd el MNG 1 que fue quencheado sblo con
azidopropanol que se utilizo como control negativo. Luego se sintetizaron los nanogeles
magnéticos con distintas relaciones de Tf.espaciadory 3 largos de cadena PEG (MNG 2-MNG 13).

Todos los nanogeles decorados con transferrina (MNG@TT) resultaron dispersables en
agua con un diametro hidrodindmico en el rango entre 100-200 nm (Tabla 6.2). La cantidad de
transferrina presente en los MNGs fue determinada mediante el ensayo de Bradfford resultando
valores en el intervalo entre 2 y 4 ug/mg de MNG. Mediante espectroscopia FT-IR, se observo la
desaparicion de la sefal correspondiente al grupo azida, este hecho indica que la reaccion de
cicloadicion promovida por tension anular fue exitosa. Asimismo, se determiné mediante DLS que
los MNGs presentaban comportamiento termosensible con una Ty alrededor de 42 °. A modo de
ejemplo, el valor de diametro del MNG@Tf 4 observado por NTA fue (12 + 6) x10 (Figura 6. 22 a),
a su vez, se encontraron diametros similares al realizar medidas de microscopia electronica de

transmision y electrénica de barrido (Figura 6. 22 b y ¢ respectivamente).

-Capitulo 6-
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Figura 6. 22 a) Medida de NTA, b) micrografias TEM y c) SEM de MNG@Tf 4
6.3.4.2.3 Eficiencia de captura de CTCs de los distintos MNG@Tf

Luego de haber caracterizado exhaustivamente los nanogeles, se continu6 con el analisis
de la eficiencia de captura de células circulantes de metastasis. Este estudio se realizé en
colaboracién con el grupo del Dr. Jayant Khandare del Mahastra Institute of Pharmacy, Kothrud,
Pune, India.

Para evaluar la eficiencia de captura de CTCs, los MNG@Tf se mezclaron con células de
cancer de colon humano HCT116-GFP (marcadas) de una suspension artificial de CTCs y se
aislaron después de 5 minutos mediante separacion magnética. La suspension artificial de CTCs
se prepard segun lo reportado por Banerjee y colaboradores®®. Células mononucleares de sangre
periféricas (hPBMC), (50 x 106 en 1 mL) y células de carcinoma colorrectal humano marcadas con
proteina verde fluorescente (HCT116-GFP) en distintas relaciones hPBMC:HCT116 (5 x 10" :1, 2
x102:1,1x103:1,2x10%:1,1 x 1041y 1 x 105 :1) fueron preparadas. Se eligio la linea celular
HCT116 para el estudio debido a que facilitan la identificacion y el recuento basado en imagenes
de las CTCs sin la necesidad del marcado adicional con una sonda o la inclusion de anticuerpo de
citoqueratina (CK 18) en la suspension. Luego de la separacion magnética, se tomaron imagenes

tanto las CTCs capturadas como las remanentes en la suspension para estimar el nimero de
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CTCs capturadas y remanentes en cada muestra. La Figura 6.23 muestra imagenes de microscopia
de fluorescencia de las células capturadas con distintos filtros. En verde se pueden observar las
células HCT11-GFP marcadas y en rojo el MNG@Tf marcado con rodamina. Por lo tanto, se

comprobd la factibilidad del empleo de los nanogeles para la captura de CTCs.

Figura 6.23 Imagenes de fluorescencia de células HCT116-GFP marcadas capturadas en MNG@TT. a)
con el filtro GFP. b) con el filtro de rodamina B. (c) Imagen multicanal (fusién entre a y b)

La eficiencia de captura se estimd en funcion del nimero de células capturadas vy las
remanentes de acuerdo a la metodologia reportada por Zheng y colaboradores®. En la Tabla 6.3

se encuentran detalladas las eficiencias de captura para cada MNG@TT.
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Tabla 6.3 Eficiencia de captura de CTCs para los distintos MNG@TTf sintetizados.

Tf-PEGq-N3

Muestra . ~ FEficiencia de
Relacion Tf- captura (%)
espaciador

MNG@Tf 1 - . 13
MNG@Tf 2 4 %
MNG@Tf 3 8 11 2
MNG@Tf 4 12 -
MNG@Tf 5 4 64
MNG@Tf 6 8 13 81
MNG@Tf 7 5 12 67
MNG@Tf 8 4 60
MNG@Tf 9 8 1:5 65
MNG@Tf 10 12 58
MNG@Tf 11 4 50
MNG@Tf 12 8 1:9 35
MNG@Tf 13 12 50
MNG@Tf 14 15 8 1:3 22

De manera general, puede observarse en la Tabla 6.2 que todos los sistemas disefiados
presentaron una eficiencia de captura de las células circulantes de metastasis. Los porcentajes de
eficiencia variaron entre 13% y 81 %.

Al iniciar el analisis de los resultados obtenidos para determinar la eficiencia de captura,
se evalué primero la influencia de la distancia entre el nanogel y la transferrina unida a través del
espaciador en los nanogeles sintetizados con el poliglicerol termosensible de 5 kDa. En la Figura
6. 24, en verde se muestran los resultados de eficiencia de captura para los nanogeles preparados
con la relacion transferrina espaciador 1:1. Se encontré que incrementando la longitud de la
cadena PEG de 4 a 8, la eficiencia de captura aumenta de 23 % para MNG@Tf 2 a 33% para
MNG@TTf 3; sin embargo, la eficiencia disminuyé nuevamente a 23 % al aumentar de 8 a 12
unidades PEG (MNG@Tf 4). Por ende, este comportamiento demostraria que existe una distancia
Optima entre la transferrina y el nanogel para la optimizacién de la eficiencia de captura y esta
distancia seria utilizando el espaciador con 8 unidades PEG. Se presume que si se emplea el
espaciador de cadena mas corta (4 unidades PEG), la transferrina no estéa expuesta lo suficiente
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como para captar las CTCs. De manera similar, si el nanogel estd compuesto por el espaciador de
cadena més larga (12 unidades PEG), la transferrina podria interactuar con el espaciador como

con el nanogel disminuyendo asi la interaccion entre ella y las CTCs.

4 8 12
Largo del espaciador

2 100- 5

St Relacion 1:1
‘g 804 -= Relacion 1:3
a -+ Relacion 1:5
S 60- ~+ Relacién 1:9
s

e

§ 2-

2

T —

Figura 6. 24 Eficiencia de captura de CTCs en funcién del largo del espaciador.

Para confirmar esta hipétesis, se realizé un analisis similar con las demas relaciones. Para
las relaciones 1:3 y 1:5 se observé la misma tendencia, teniendo mayor eficiencia los nanogeles
modificados superficialmente con transferrina utilizando el espaciador de 8 unidades PEG
(MNG@Tf6 y MNG@TTf 9) pero no para la relacién 1:9. Este hecho puede explicarse mediante el
analisis de las distintas relaciones. En la Figura 6. 25 se encuentra un esquema de los conjugados
Tf-espaciador para distintas relaciones. Se presume que al ser la relacion mas elevada de Tf-
espaciador, este ultimo produce un impedimento estérico el cual dificulta la unién del nanogel a
las CTCs y por lo tanto todos los nanogeles, independientemente del largo del espaciador utilizado,

tienen bajos porcentajes de eficiencias de captura y no se observa ninguna tendencia.

a) b) d) N % N,
3
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Figura 6. 25 Conjugados Tf:espaciador con distintas relaciones: a) 1:1, b) 1:3, ¢) 1:5y d) 1:9.
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De forma general, se analiz6 la eficiencia de captura en funcion de la relacién entre la
transferrina y el espaciador presentados en la Tabla 6.3. Se encontré que al aumentar la relacidn
1:1a1:3, la eficiencia de captura aumentaba de un 33 % a 81%; sin embargo, al cambiar la relacion
de 1:3 a 1:5, los valores de eficiencia disminuyeron de 81 % a 65%. Lo mismo se observo al
comparar entre las relaciones 1:5y 1:9 (de 65 % a 35 %). Por lo tanto, se demostrd que hay una
relacion optima, 1:3, mediante la cual se permiten mayores interacciones entre los MNG@Tfy las
moléculas de adhesién de las CTCs, obteniéndose eficiencias de entre 65-80 %.

Una vez optimizadas las condiciones de sintesis respecto al conjugado, utilizando un
espaciador con un largo de la cadena PEG de 8 unidades y una relacién transferrina:espaciador
de 1:3, se decidié investigar la influencia del largo de polimero en la eficiencia de captura. Para
ello, se comparé la eficiencia de captura de CTCs de un nanogel sintetizados bajo estas
condiciones con poligliceroles con distinto peso molecular, 5 kDa y 15 kDa (Tabla 6.3 MNG@Tf 6

y 14). En la Figura 6. 26 se muestra la eficiencia de captura de ambos sistemas.
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Figura 6. 26 Eficiencia de captura en funcion del peso molecular del poliglicerol utilizado (5y 15 kDa).

Se encontré que al aumentar el peso molecular del poliglicerol, la eficiencia de captura
disminuy6 en gran proporcion. Si se considera que al incrementar el peso molecular del polimero
y por ende su largo, los poros del nanogel también aumentan, la transferrina en el nanogel de
15 kDa podria encontrarse obstruida en el interior de las cavidades del mismo, conduciendo asi a
una menor eficiencia de captura. Asimismo, la manipulacién de este sistema result6 dificultosa
tanto durante la sintesis, la purificacién como en la caracterizacion, debido al caracter oleoso de
la muestra.

A partir de todos estos resultados, se concluy6 que el sistema dptimo para la captura de
CTCs era el MNG@TT 6, con espaciador con 8 unidades PEG, una relacién Tf.espaciador 1:3 y
utilizando tPG de 5 kDa, el cual tuvo una eficiencia de captura del 81 % (Tabla 6.3, MNG@TT 6).
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Por lo anteriormente expuesto, se decidio elegir este sistema para realizar experimentos
preliminares de captura de CTCs en sangre que son estudiados actualmente en el laboratorio del

Dr. Jayant Khandare.
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6.4 CONCLUSIONES PARCIALES

En este capitulo se logré la sintesis de nanogeles magnéticos decorados con transferrina
mediante una metodologia basada en ultrasonicacion y una cicloadicion de Huisgen azida-alquino
promovida por tension anular. Para ello, se sintetizaron y modificaron nanoparticulas magnéticas
con el fin de obtener el grupo BCN. Ademas, se sintetizaron diferentes poligliceroles lineales
termosensibles con terminales azida y se conjugaron, en distintas relaciones, espaciadores con
terminales azida a la transferrina.

En un primer lugar, se sintetizaron exitosamente las MNP@BCN. Asimismo, se obtuvieron
los poliglicerol diazidados. Una vez obtenidos los bloques constructores, se sintetizaron diferentes
nanogeles magnéticos con gran facilidad en cortos tiempos de reaccion. Los nanogeles
presentaron tamafios entre 100 y 200 nm, con una morfologia globular no uniforme y se demostré
su comportamiento termosensible. A su vez, el sistema presentd un comportamiento termosensible
con una Ty de 42 °C. Adicionalmente, se analizaron las propiedades magnéticas del sistema
obteniendo propiedades superparamagnéticas y valores de relajacion similares al de los agentes
de contraste comerciales empleados en IRM, por lo que este sistema puede utilizarse para
diagndstico por imagen y tratamiento por hipertermia.

Se comprob6 que al utilizar esta metodologia sintética se logra tanto un control del tamafio
como de la polidispersidad del sistema. Otra ventaja es que es una sintesis muy sencilla con
tiempos de cortos de reaccion en comparacion a los antecedentes reportados.

Para evaluar el potencial de estos sistemas en nanomedicina se realizaron estudios de
liberacion controlada de clorhidrato de doxorrubicina y de captura de CTCs. Se encontr6 un perfil
de liberacion realmente alentador ya que podria realizar una liberacion a partir de las 6 h, dando
tiempo al nanodispositivo para llegar a la zona que ha de ser tratada. También se demostré como
influye el comportamiento termosensible del nanogel en la liberacion observandose una mayor
velocidad al realizar el experimento a 50 °C. Se plantea el posterior estudio y optimizacion de la
liberacion de farmacos para luego realizar estudios biologicos analizando este efecto.

Para evaluar los nanogeles magnéticos como dispositivos de captura de CTCs, los
mismos fueron modificados superficialmente con transferrina a través de diferentes espaciadores
con distintos largos de la cadena PEG. Se evaluaron las eficiencias de captura de CTCs de todos
los sistemas, encontrandose una dependencia tanto en el largo del espaciador utilizado como en
su relacion con respecto a la transferrina. Se concluyé que el sistema 6ptimo para la captura de
CTCs era aquél con espaciador con 8 unidades PEG, una relacién Tf.espaciador 1:3 y utilizando
tPG de 5 kDa ya que con esta proteina se obtuvo una eficiencia de captura de 80 %.
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Por lo tanto, se demostrd la versatilidad del empleo de los MNGs en nanomedicina Esto se
debe principalmente a que de acuerdo a los resultados obtenidos; por un lado, los MNGs muestran
potencial aplicacién como dispositivos de captura de células circulantes de metastasis ya que se
obtuvieron altas eficiencias de captura y se estudio el potencial de estos sistemas para la liberacion
controlada de farmacos, y por otro, la caracterizacion magnética denotd las propiedades del
sistema que permitirian que fuese utilizado como agente de contraste en diagndstico por imagenes
de resonancia magnética siendo que se obtuvieron valores de relajacion similares al de los agentes
de contraste comercialmente disponibles.

Por ultimo, cabe destacar que es la primera vez que se logra obtener una nanogel magnético
decorado con transferrina mediante ultrasonicacién con notables mejoras vy, por lo tanto, este
trabajo de tesis realizé un importante aporte en el area del disefio de materiales ya que hasta el
momento no se han reportado antecedentes similares con tan prometedores resultados en cuanto

a la versatilidad del sistema.
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7.1 INTRODUCCION

Como se ha mencionado anteriormente, las nanoparticulas sin modificar pueden ser
facilmente captadas por el sistema reticulo endotelial (RES). Para ralentizar el proceso de
reconocimiento por el RES se recurre a distintas estrategias de recubrimiento de las
nanoparticulas que permiten que no sean reconocidas temporariamente aumentando asi su
tiempo de vida medio de circulacién en el torrente sanguineo.” Una de las estrategias mas
utilizadas es la modificacion superficial de las mismas con cadenas poliméricas.2

Dentro de estas estrategias de modificacién de nanoparticulas magnéticas, una de las
mas difundidas consiste en el empleo de oligoetilenglicoles para la obtencién de cadenas
poliméricas que recubran la nanoparticula. En la actualidad, existen diversos reportes del injerto
de un polimero en la superficie de la nanoparticula magnética. Por ejemplo, Lutz y
colaboradores® estudiaron la sintesis de nanoparticulas magnéticas en presencia de distintas

concentraciones del copolimero P(OEGMA-co-MAA) como se esquematiza en la Figura 7.1.
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Figura 7.1 Sintesis de copolimero P(OEGMA-co-MAA) y sintesis in situ de las MNPs en presencia del
copolimero. Reproducido de la referencia 3.

Corazén de 6xido de hierro

Las nanoparticulas obtenidas tenian tamafios entre 10-25 nm en funcién de la cantidad
de copolimero utilizada y exhibieron una estabilidad coloidal a largo plazo en solucién de buffer
fisiologico. Ademas, fueron empleadas en estudios in vivo para su uso como agente de contraste
en resonancia magnética. Los resultados obtenidos demostraron que las MNPs no se
acumularon en el higado luego de varias horas y, por lo tanto, este analisis es una prueba
indirecta de la prolongada circulacion del sistema en el torrente sanguineo. Asimismo, Lu y
colaboradores* reportaron nanoparticulas magnéticas core-brush obtenidas mediante el injerto
de P(PEGMA), sintetizado previamente mediante ATRP. Para realizar dicho injerto, el polimero
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se modifico previamente con el agente silano APTES. Ademas, incorporaron de manera
covalente el colorante isocianato de fluoresceina (FITC) obteniendo asi nanoparticulas no sélo
magnéticas sino también fluorescentes. De manera similar, Fan junto a su grupo de
investigacion® sintetizaron mediante ATRP en masa P(PEGMA) que luego se injertd en las
nanoparticulas magnéticas encontrandose que la absorcion de las MNPs por las células
macroéfagas se redujo en dos 6rdenes de magnitud tras el injerto de la superficie con P(PEGMA).

Adicionalmente, Chanana y su grupo de investigacion® sintetizaron nanoparticulas tipo
core-brush a partir de copolimeros de P(MEO2MA-co-OEGMA) variando la relacién entre ambos
y la nanoparticulas de magnetita. Asimismo, el copolimero fue modificado con un colorante
obteniendo un nanodispositivo que puede ser utilizado tanto para administraciéon de farmacos
guiada como para diagnostico por fluorescencia. A su vez, Huang y colaboradores’ reportaron
nanoparticulas magnéticas recubiertas con poli(glicidilmetacrilato)-co-poli(etilenglicol)éter
metacrilato (P(GMA-co-PEGMA)) y se conjugd é&cido félico. Estos sistemas demostraron ser
altamente estables en medio acuoso y tener baja toxicidad en células de mamiferos, pudiendo
evadir los macréfagos y siendo altamente eficientes en el direccionamiento especifico hacia los
tumores, demostrando asi su potencial para aplicaciones in vivo. Ademas, Thomson et al.8
obtuvieron MNPs recubiertas con un copolimero de monémeros OEGMA modificado con
terminales azida e hidroxilo. Esto proporciond a las nanoparticulas una funcionalidad quimica
extra mediante a los grupos azida para acoplamiento e inmovilizacion de oligonucle6tidos.

Sin embargo, hasta el momento existen muy pocos antecedentes del crecimiento de
cadenas poliméricas de MEO2MA y OEGMA desde la superficie de la nanoparticula. Por esta
razon se decidio realizar un estudio exhaustivo sobre el crecimiento de este copolimero a partir

de la superficie de las nanoparticulas de 6xido de hierro.
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7.2 OBJETIVOS

En el capitulo 5 se describi6 la sintesis de nanogeles magnéticos utilizando monémeros
derivados del oligoetilenglicol y nanoparticulas de éxido de hierro como entreruzantes. Al haber
obtenido prometedores resultados se planifico el disefio racional de nanoparticulas magnéticas y
termosensibles tipo core-brush utilizando los mismos bloques constructores para luego realizar
una comparacion entre ambos sistemas. Para la obtencion de estos sistemas, se propuso utilizar
como técnica de polimerizacion controlada como es la polimerizacion radicalaria por
transferencia atdmica (ATRP), evaluando distintos factores como la naturaleza del iniciador, el

ligando utilizado, el tiempo de reaccion, los métodos de sintesis, etc.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar y funcionalizar las nanoparticulas magnéticas para su empleo como iniciador
en la ATRP.

e Estudiar la sintesis de nanoparticulas core-brush magnéticos. Analizar los parametros
para la optimizacién de las condiciones de sintesis.

e Caracterizar las nanoparticulas core-brush.
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7.3 RESULTADOS Y DISCUSION

En la actualidad existen pocos reportes de la sintesis nanoparticulas core-brush
utilizando como iniciador la misma superficie de la nanoparticula y mondémeros derivados del
oligoetilenglicol. Por tal motivo se planted la sintesis y la modificacion de las MNPs para luego
emplearlas como iniciadores de la polimerizacién radicalaria controlada por transferencia atémica

(ATRP). Se evaluaron distintas condiciones de sintesis para la optimizacion del sistema.

7.3.1 Sintesis y modificacion de nanoparticulas magnéticas

Considerando que las MNPs se utilizarian como iniciadores de la polimerizacion ATRP,
las mismas debian ser modificadas adecuadamente. Como se ha mencionado, la ATRP requiere
como iniciador a un compuesto que tenga un grupo funcional halégeno. El halégeno es abstraido
por el complejo de cobre para generar el radical con el cual se inicia la polimerizacién. Por lo
general, se emplean compuestos funcionalizados con grupos bromuro ya que éste es mejor
grupo saliente y, por lo tanto, la velocidad de reaccion es mayor. Sin embargo, como estos
compuestos tienen costos elevados, por lo que se plantea la utilizacién de compuestos clorados,
aunque su reactividad es menor. En este contexto, se estudié la sintesis de dos tipos de
iniciadores: nanoparticulas magnéticas silanizadas con terminales cloruro y nanoparticulas
silanizadas con terminales bromuro.

Primero, se sintetizaron las nanoparticulas magnéticas con la metodologia de
coprecipitacion de sales de hierro.® Al igual que lo descripto en capitulos anteriores, se
obtuvieron particulas esféricas y monodispersas con un tamafio promedio de 5 + 2 nm. Se
eligieron nuevamente las MNPs por los resultados prometedores obtenidos, encontrando que las
mismas tenian propiedades potenciales como agentes de contraste para resonancia magnética,
para terapia guiada y tratamiento por hipertermia.

Por un lado, para la modificacién superficial de las MNPs con grupos cloruro se llevé a
cabo mediante silanizacién de las mismas con 3-cloropropil trimetoxisilano (CPM) mediante una
metodologia ya reportada, mejorada con el empleo de ultrasonicaciéon (Materiales y métodos
3.2.3.4.1).70 El esquema de reaccion se muestra en la Figura 7.2. Se utilizd nuevamente un
ultrasonicador de punta para incrementar la energia del proceso de modificacion superficial y con

el fin de evitar la agregacion de las MNPs obteniendo tiempos de reaccién de 10 minutos.
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Figura 7.2 Modificacion superficial de MNP con 3-cloropropiltrimetoxisilano.

El tamafio de las nanoparticulas se mantuvo constante luego de la modificacion con el

silano como se observa en las imagenes TEM de la Figura 7.3 a).
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Figura 7.3 a) Imagen TEM y b) Espectro FT-IR de las MNP@CI.

La incorporacion del agente silano CPM en las MNPs se corrobord6 mediante
espectroscopia FT-IR. En la Figura 7.3 b) se encuentra el espectro FT-IR de la nanoparticula
silanizada donde puede observarse la aparicion 2 sefiales nuevas. Por un lado, alrededor de a
1200 cm~' se encuentra la banda caracteristica de la tension Si-O de los silanos. Asimismo,
pueden contemplarse las sefiales caracteristicas de la cadena carbonada del silano a 2916 cm-!
y 2871 cm! del estiramiento C-H alifatico. La tensién C-Cl que sale alrededor de 580-600 cm' no
se diferencia de la correspondiente a la tensién Fe-O. Sin embargo, al estar presentes las demas
bandas, puede concluirse que la nanoparticula ha sido exitosamente silanizada.

Por otro lado, para realizar la modificacién superficial de las nanoparticulas con bromuro
en dos pasos, se silanizaron las MNPs con APTES como ya se describié en el Capitulo 6 y luego
se modificaron con bromuro de 2-bromoisobutirilo siguiendo el protocolo reportado por Liu y
colaboradores' (Materiales y Métodos 3.2.3.4.2). En la Figura 7.4 se muestra el esquema de

reaccion para la obtencién de las nanoparticulas modificadas con grupos bromuro (MNP@BT).
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Figura 7.4 Modificacidn superficial de las nanoparticulas con grupos broumuro.

Se confirm6 mediante TEM que el tamafio de las nanoparticulas no se vio alterado por la
modificacion superficial. En la Figura 7.5 se encuentra el espectro FT-IR de las MNP@Br. De
manera similar al espectro obtenido para las MNP@CI, se observan alrededor de 1200 cm™' la
banda caracteristica de la tension Si-O de los silanos y las sefiales caracteristicas de la cadena
carbonada tanto del silano como del 2-bromoisobutirilo a 2916 cm-' y 2871 cm-' del estiramiento
C-H alifatico y la tension C=0 a 1700 cm! correspondiente al grupo carbonilo presente en la
cadena del 2-bromosiobutirilo. La tension C-Br que sale alrededor de 580-600 cm™' y no se
diferencia de la correspondiente a la tensién Fe-O. Sin embargo, debido a la presencia de las
sefiales caracteristicas del 2-bromoisobutirilo se puede confirmar que la modificacion superficial

con grupos bromuros ha sido exitosa.
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Figura 7.5 Espectro FT-IR de MNP@Br.

7.3.2 Sintesis de nanoparticulas magnéticas core-brush mediante ATRP

Una vez sintetizado el iniciador, se procedié al estudio de las condiciones de reaccion
para la obtencion de las nanoparticulas tipo core-brush. Para realizar dicha sintesis se eligid
como estrategia de sintesis el empleo de la polimerizacion radicalaria por transferencia atémica
(ATRP). Esta metodologia presenta algunas ventajas como que todas las cadenas del polimero
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pueden crecer al mismo tiempo; si se agrega un segundo mondémero puede reactivarse su
crecimiento lograndose copolimeros en bloque. Es decir, que la ATRP permite un control preciso
de la arquitectura molecular (composicién, topologia, y funcionalidad), que conduce a diferentes
materiales con aplicaciones interesantes.'2-14

Los mondmeros utilizados fueron OEGMA y MEO2MA que, como ya se ha mencionado,
la temperatura de transicion de fase de los polimeros resultantes puede variarse en funcion de la
relacién molar entre ambos.1516 Ademas, se utiliz6 como co-monémero HEMA. La motivacion
principal para la eleccidn de este sistema fue poder realizar un estudio comparativo del sistema
con igual composicidn, pero con distinta morfologia y el nanogel obtenido en Capitulo 5. Es decir,
analizar las diferencias entre nanogeles magnéticos y nanoparticulas core-brush. En la Figura 7.6

se esquematiza la sintesis de las nanoparticulas mediante ATRP.

A

X

S' 4 8 % S' f f f _ATRR.
ﬁ ,_t % (0]

RSl- O-si-R
s.-o °o S| s H
L 0

MNP@X MEO,MA OEGMA HEMA core-brush

X = X

Figura 7.6 Esquema de sintesis de las nanoparticulas core-brush.

En la Tabla 7.1 se detallan los distintos experimentos realizados para la obtencién de las

nanoparticulas empleando distintos tiempos, ligandos, iniciadores, etc.
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Tabla 7. 1 Resumen de condiciones analizadas para la sintesis de nanoparticulas core-brush.

Muestra Técnica  MNP@X  Ligando  MOMOMEroS ey TEGDMA Tiempo  Cobre  orcentajede  Comportamiento
i MEO:MA:0EGMA e i
8:2
2 50mg 5d 10
. MNP@CI 24, gd, 7 o
6h, 12
4 4 hid,2d !
5 25mg mol% 5
En MNP@CI

s [RSesel Mﬁ’P’?@%I MEO:MA 36,13 ol 5
25 mg HMTETA 3 mol % de Cu (1),

7 Cu (In) 5 No

MNP@CI oh

8 9
50 mg

g MNP@CI :

10 MMA 2
25 mg )

I MNP@CI i
25 mg

2 Enmasa P8 MEO:MA 18 h 2
25mg . 72,32 pmol

e MNP@CI  DPY de Cu () ?
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Para comenzar, se sintetizaron las nanoparticulas utilizando el protocolo desarrollado
por la Dra. Cintia Contreras'” pero adaptandolo al sistema de estudio, Tabla 7.1,muestras 1y 2.
Brevemente, se colocaron ambos monémeros OEGMA y MEO2MA junto con 50 mg de MNP@CI
y el ligando 1,1,4,7,10,10-Hexametlltrietilentetramin (HMTETA). Los mismos se dispersaron en
25 mL de etanol y se desgasifico durante 20 minutos. Luego se agregaron el cobre (I) y (Il) y
permitiendo reaccionar a temperatura ambiente bajo agitacion. Mediante analisis
termogravimétrico (TGA) se observo que la modificacion fue muy baja, siendo el polimero menor
al 10 % de la masa. Asimismo, las nanoparticulas no presentaron comportamiento termosensible
en un rango de 20 °C a 70 °C.

Frente a esta perspectiva, se planted la sintesis utilizando sélo el mondémero mas
hidrofébico, MEO2MA, para poder obtener un comportamiento termosensible apreciable. En esta
nueva serie de sintesis, se varid tanto la cantidad de nanoparticulas como la presencia o
ausencia del co-mondmero HEMA y distintos tiempos de reaccion. Nuevamente se observé un
muy bajo porcentaje de incorporacidn del polimero a la superficie y no hubo comportamiento
termosensible apreciable. Asimismo, se evalu6 la sintesis de las nanoparticulas en presencia de
un entrecruzante como el TEGDMA (Tabla 7.1, muestras 6 y 7) para ver si al utilizar esta
molécula, aumentaba la capa polimérica. Los resultados obtenidos fueron similares a los
anteriores. Como consecuencia, se decididé emplear un mondémero mas reactivo como el
metacrilato de metilo (MMA), encontrando que la pérdida de peso correspondiente a la cadena
polimérica en el TGA fue menor al 10 %.

A partir de estos resultados, se opt6 por utilizar una polimerizacion en masa como se
describe en el capitulo de Materiales y Métodos 3.2.5.1.2 siguiendo el protocolo de Fan y
colaboradores®. Para esta sintesis se realizd una polimerizacién en masa, es decir, el mismo
monomero actué como solvente de las nanoparticulas. Las condiciones se detallan en la Tabla
7.1, muestras 11 y 12. Se estudié la modificacién superficial de las nanoparticulas recubiertas
con grupos cloruro y también, para ver si el empleo de un mejor grupo saliente mejoraba la
sintesis, se estudiaron las nanoparticulas modificadas con grupos bromuro. Para ambos casos,
se analizaron el porcentaje de injerto mediante TGA. En la Figura 7.7 se encuentran los

resultados obtenidos.
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Figura 7.7 Analisis termogravimétrico de nanoparticulas obtenidas mediante ATRP a partir de MNP@CI
(amarillo) y MNP@Br (rojo).

Como puede observarse, el perfil termogravimétrico de las nanoparticulas core-brush
sintetizadas a partir de MNP@CI (amarillo) presenta una pérdida de masa entre 230 y 400 °C
que puede ser atribuida a la descomposicion térmica del contenido organico menor al 7 %
mientras que en el perfil de las nanoparticulas obtenidas utilizando como iniciador MNP@Br
(rojo) casi no se observa una pérdida de masa correspondiente al contenido polimérico siendo
esta menor al 2 %.

Asimismo, las nanoparticulas obtenidas con los distintos iniciadores se analizaron

mediante FT-IR. En |a Figura 7. 8 se encuentran los resultados.

ATRP Br

3500 3000 2500 2000 1500 1000
cm-1

Figura 7. 8 Espectros FT-IR de las nanoparticulas core-brush obtenidas a partir de MNP@CI (amarillo) y
MNP@Br (rojo).
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Como puede observarse, los espectros FT-IR de ambas nanoparticulas presentan las
bandas caracteristicas a 2916 cm-' y 2871 cm' del estiramiento de C-H alifatico y 1735 cm-!
debido al estiramiento C=0 del éster, asi como la tensién Fe-O alrededor de 550 cm-!
correspondiente a la magnetita y la banda alrededor de 1200 cm-! de la vibracion del enlace Si-O
del silano. También se observa alrededor de 1680 cm-! una sefial que corresponde a la vibracién
C=C que puede atribuirse a la presencia de grupos vinilos terminales en la cadena polimérica
que quedaron sin reaccionar o al mondémero ocluido en las nanoparticulas.

Por ultimo, se evaluo el empleo de otro ligando, la bipiridina (Bipy), utilizando solo cobre
(I) en la sintesis en masa de las nanoparticulas core-brush. Nuevamente no se obtuvieron
resultados alentadores.

Por todas las razones expuestas se considera que, a pesar de evaluar distintas variables
como el iniciador, la metodologia, los mondmeros, los tiempos, etc., no se pudieron mejorar los
rendimientos obteniendo un injerto del 10 % de polimero en el mejor de los casos, sin observar
comportamiento termosensible. Ademas, para todos los casos se analizd el sobrenadante
observando que se recuperd, casi en su totalidad, el mondmero sin reaccionar.

Frente a estos resultados, se postula que una de las posibles razones por la cual esta
técnica no es efectiva, es la baja funcionalizacién de las nanoparticulas no permitiendo asi el
crecimiento de las cadenas poliméricas. Mediante una exhaustiva busqueda bibliografica se
encontré un antecedente publicado por Basuki y colaboradores'® donde sustituyeron el agente
silano por un organofosfato. De esta manera, se crecieron las cadenas poliméricas de
poli(oligoetilienglicolacrilato) (POEGA). Los sucesivos pasos de reaccién para la obtencién

exitosa de nanoparticulas core-brush se muestran en la Figura 7.9.

Fe.0 n OEGA OH O
€3U4 OH OH
HO OH (0] < HO 80 (0]
MeOH Ho [0 | DMSO, rt HO" § @ \; |
3 50°C \ s D g 8 Sl \/O e { B
P™ ™7 Br )50 eq. OEGA B X A
o) 0 ii) 50 eq. OEGA 0
IONP@iByBr iii) 50 eq. OEGA i) IONP@P(OEGA)-F50

i) IONP@P(OEGA)-P(OEGA)-F100
iii) IONP@P(OEGA)-P(OEGA)-P(OEGA)-F150

Figura 7.9 Esquema de sintesis para la obtencion de nanoparticulas magnéticas recubiertas con POEGA.
Reproducido de la referencia 18.

En este caso, se realizd una modificacion superficial de las nanoparticulas magnéticas

primeramente con un organofosfato con un grupo terminal bromuro que luego actu6 como
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iniciador para la polimerizacion ATRP del OEGA. Mediante anélisis termogravimétrico
encontraron que el porcentaje de injerto en la nanoparticula alcanzo el 60 %.

Por lo tanto, la funcionalizacion de las nanoparticulas mediante silanizacion
aparentemente no fue la ptima para realizar posteriormente una polimerizacion ATRP en la cual

se obtengan altos porcentajes de injerto.
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7.4 CONCLUSIONES PARCIALES

En este capitulo se presentd la sintesis de nanoparticulas magnéticas y termosensibles
tipo core-brush utilizando los mismos bloques constructores descriptos en el capitulo 5 para la
obtencién de nanogeles magnéticos. Para la ello, se utilizd la técnica de polimerizacion
radicalaria por transferencia atomica (ATRP).

En una primera instancia, se sintetizaron las nanoparticulas magnéticas para luego
realizar su modificaciéon superficial y utilizarlas como iniciador en la ATRP. Para tal fin, las
nanoparticulas se funcionalizaron con grupos cloruro o bromuro. Para la obtencion de las
primeras, se realizd una silanizaciéon con un agente silano con un cloruro terminal en su cadena
carbonada y para las MNP@Br se realizaron dos pasos, una silanizaciéon con APTES para luego
realizar una modificacién con bromuro de 2-bromoisobutirilo. Ambas nanoparticulas fueron
caracterizadas y se confirmé la presencia de los grupos funcionales mediante espectroscopia
FT-IR.

Para la sintesis de las nanoparticulas core-brush se evaluaron distintas variables como
iniciador, metodologia, monémeros, tiempos, etc., encontrando que no es posible mejorar los
rendimientos obteniéndose un injerto del 10 % de polimero en el mejor de los casos, sin observar
comportamiento termosensible. Este hallazgo, llevé a concluir que una de las posibles razones
por la cual esta técnica no es efectiva, es la baja funcionalizacién de las nanoparticulas, no
permitiendo asi el crecimiento de las cadenas poliméricas o bien, el agente silano no es lo
suficientemente reactivo. Este hecho fue corroborado mediante una busqueda bibliogréafica, en
donde se encontrd una mayor eficiencia utilizando otros agentes de modificacion distintos a los
silanos como, por ejemplo, los organofosfatos.

Considerando los resultados obtenido para sintesis de nanogeles magnéticos basados
en OEG descriptos en el Capitulo 5, desde el punto de vista de la metodologia sintética la
polimerizacién radicalaria no controlada, permiti6 obtener nanodispositivos en forma rapida y
sencilla, con tamafios optimos y una mayor proporcion de polimero en el sistema (45 %).
Ademas, estos sistemas presentaron una gran estabilidad coloidal y comportamiento sensible,
mientras que las nanoparticulas obtenidas mediante ATRP presentaron un bajo porcentaje de

polimero (menores al 10 %) y no resultaron ser termosensibles.
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8.1 INTRODUCCION

En la actualidad existen diversos reportes de nanoparticulas core-brush. En particular, la
sintesis de nanoparticulas decoradas con cadenas de PEG ha sido ampliamente utilizadas para
la incorporacién de farmacos anticancerigenos, entre ellos, la doxorrubicina (DOX). Para lograr
dicho objetivo, los polietilenglicol han sido modificados quimicamente de diferentes maneras.
Quinto y colaboradores’ sintetizaron nanoparticulas de 6xido de hierro recubiertas con un PEG
fosfolipidico al que incorporaron doxorrubicina con un contenido de farmaco cargado de
30,8 % p/p. Ademas, se encontrd que estas nanoparticulas exhibian una liberacion sostenida de
DOX durante 72 horas donde la cinética de liberacién podria ser alterada por la longitud de la
cadena PEG.

De manera similar, Xu y su grupo de investigacion? disefiaron nanoparticulas magnéticas
y una capa polimérica compuesta de PEG/PEI (polietilenimina)/ polisorbato 80 (Ps80), que
fueron empleados para encapsular DOX. Estudios in vivo demostraron que estas nanoparticulas
presentaron completa supresion del crecimiento de glioma después de 28 dias desde que se
realizo el tratamiento.

En particular, existen algunos reportes de la obtencion de nanoparticulas magnéticas
core-brush mediante quimica click.3-8 Uno de estos reportes es el de Tudisco y colaboradores3
donde se sintetizaron nanoparticulas magnéticas que luego fueron modificadas superficialmente
con un fosfato conteniendo terminales alquinos para su posterior unién covalente de cadenas
PEG vy receptores Tiiii sensibles a las sales de metilamonio, mediante quimica click como se
muestra en la Figura 8.1. De manera similar, Das et al.# disefiaron un nuevo PEG-silano con
terminales azida que puede autoensamblarse facilmente sobre la superficie del 6xido metalico a
través del anclaje del silano y simultaneamente facilitar la bio-funcionalizacion ortogonal del
sustrato a través de quimica click. Encontraron la inmovilizacién exitosa de acido folico en las

nanoparticulas a través de este siilano.
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MNP@alquino-PEG-Tiiii

Tiiii-Ny Alquino

Figura 8.1 Esquema de modificacion superficial de nanoparticulas magnéticas con PEG y receptores Tiiii.
Reproducido de la referencia 3.

A su vez, la utilizacion de polimeros termosensibles para el recubrimiento de las
nanoparticulas amplia el campo de aplicacién de estos nanodispositivos debido a que puede ser
utilizado como agente teragnostico debido a las propiedades inherentes de las MNPs y, también
se puede realizar una liberacion controlada estimulada por la temperatura.® Los poligliceroles
lineales termosensibles (tPG) son buenos candidatos para el disefio de nanodispositivos debido
a su biocompatibilidad.'®."" Ademas, variando la relacién molar de los monémeros utilizados, la
temperatura de transicion de fase puede ser controlada.''-'3 Hasta el momento no se han
hallado muchos antecedentes del empleo de poliglicerol termosensible para el recubrimiento de

nanoparticulas magnéticas mediante quimica click.
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8.2 OBJETIVOS

En el capitulo anterior se demostr6 que mediante las condiciones estudiadas la
obtencidén de nanoparticulas magnéticas tipo core-brush mediante el empleo de ATRP no fue
posible. Este hecho fue la principal motivacion para el estudio de un nuevo sistema core-brush
empleando otra estrategia sintética.

Habiendo obtenido tan prometedores resultados mediante el empleo de quimica click y
nanoprecipitacion (Capitulo 6), se propuso como alternativa, la sintesis y caracterizaciéon de
nanoparticulas core-brush mediante la estrategia anteriormente nombrada. Asi, las
nanoparticulas magnéticas se recubrieron con poliglicerol lineal termosensible mediante quimica
click.

En este contexto es que se plantearon los siguientes objetivos especificos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Sintetizar y modificar nanoparticulas magnéticas con terminales BCN.

e Sintetizar poliglicerol lineal termosensible monoazidado de 10 kDa (tPG-Ns3).

e Sintetizar y caracterizar las nanoparticulas magnéticas core-brush.

e Realizar estudios preliminares de liberacion controlada de farmacos.

e Comparar los resultados con los nanogeles magnéticos analogos obtenidos en el

Capitulo 6.
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8.3 RESULTADOS Y DISCUSION

En el Capitulo 6 se desarrollé la sintesis de nanogeles magnéticos utilizando quimica
click y nanoprecipitacion como estrategia de sintesis. Se comprobé que al utilizar esta
metodologia se logra tanto un control en el tamafio como en la polidispersidad del sistema. A su
vez, se demostro que la sintesis es muy sencilla con tiempos de reaccion tan cortos como 15
minutos. De esta manera, se plante6 utilizar la misma técnica, empleando el poliglicerol
monazidado para obtener asi los sistemas core-brush.

Una vez mas, se eligieron como bloques constructores nanoparticulas magnéticas
modificadas con grupos BCN, al igual que en el Capitulo 6 y poliglicerol lineal termosensible de

10 kDa monoazidado para el disefio racional de los sistemas core-brush.

8.3.1 Sintesis y modificacion de nanoparticulas magnéticas

La sintesis y modificacion de las nanoparticulas magnéticas se realiz6 de manera
analoga a la descripta en el capitulo 6 (Inciso 6.3.1). Brevemente, se sintetizaron las MNPs
nuevamente con la metodologia de coprecipitacion de sales de hierro'* para luego modificarlas
superficialmente mediante silanizacion con APTES.'™ Por ultimo, se modificaron los grupos
amino de las MNP@APTES con BCN-paranitrofenil carbonato (BCN-PNP), mediante un ataque
nucleofilico del grupo amino terminal del APTES a la molécula BCN-PNP, obteniéndose una

unién carbamato entre el MNP@APTES y el BCN. En la Figura 8.2 se esquematizan las distintas

etapas.
(OW: t
EtO, H.N"R 0™ o
ST NH, N R I »~r__ S R
£tg OE Si NO; §i-0"% 0-Si
APTES ?i.olé\o-’sli BN 1 s, 0 )iwf’[ﬁ 0O]non-d-i 6o it o4
_ . . , 8S, 9s)-biciclo[6.1.0]Jnon-4-in
FeCl3 NH,OH 3-aminopropiltrietoxisilano e o o, -9-il-metil (4-nitrofenil) carbonato sifo o-;s|
+ o Q RSILO 0-5i-R 0 o;?o p
FeCly s {9510 si02 ~si__/),
MNP NH; s.-o\;?i,o-Si R Si R 4
f
R NH,
=
MNP@APTES MNP@BCN

Figura 8.2 Esquema para la obtencién de las MNP@BCN.
Se eligié utilizar nuevamente estas nanoparticulas debido a que fueron exhaustivamente
caracterizadas, encontrandose que las mismas tenian tamafios alrededor de los 5 nm. A su vez,
las mismas presentaron potenciales propiedades como agente de contraste para resonancia

magnética, para terapia guiada y tratamiento por hipertermia.
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8.3.2 Sintesis del poliglicerol lineal monoazidado (tPG-Ns)

Como se ha mencionado anteriormente, los poliéteres como el poliglicerol lineal
termosensible (tPG) son buenos candidatos para el disefio de nanodispositivos debido a su
biocompatibilidad'0.'" y versatilidad.6-'8

Para la obtencion del polimero monoaziado se realizd la polimerizacion anionica por

apertura de anillo para luego llevar a cabo la azidacién como se muestra en la

o O Figura 8.3. El mismo fue
m Z >~ /

HO

Glicidil metil éter (GME) :\'é?f‘klsr NN o Meo o~ N:
Tolueno DMF, 90 °C

o Oj 0] |Et07]

Eil glicidil éter (EGE) caracterizado mediante

RMN 'H, GPC e FT-IR.

Figura 8.3 Esquema de sintesis del poliglicerol monoazidado (tPG-N3).

8.3.3 Sintesis de nanoparticulas magnéticas core-brush

Para la sintesis de las nanoparticulas, se plante6 utilizar quimica click para la union
covalente de las MNP@BCN a la cadena de tPG, como se esquematiza en la Figura 8.4. Se
decidié utilizar nuevamente la metodologia empleada anteriormente, basada en
termonanoprecipitacion y asistida por ultrasonicacion (Materiales y métodos 3.2.8.2) debido a
que anteriormente se obtuvo una gran eficiencia y a cortos tiempos de reaccion.!®
Las condiciones de reaccion fueron las mismas utilizadas en el capitulo 6, utilizando 500 uL de
la solucion de MNP y 2 umol del tPG-N3s. Una vez mas, se evidencié que el empleo del
ultrasonicador de punta permitié un gran control de la agregacion del sistema en comparacion

con la sintesis bajo agitacion convencional o en un bafio de ultrasonicacion.
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Figura 8.4 Esquema de la sintesis de nanoparticulas core-brush mediante nanoprecipitacion asistida por
ultrasonicacién.

Las nanoparticulas core-brush sintetizadas se caracterizaron mediante espectroscopia
FT-IR. En la Figura 8.5 se muestra el espectro de las mismas. Se confirmé la reaccion de
entrecruzamiento entre el grupo azida del polimero y los grupos BCN debido a la desaparicién de
la sefial caracteristica del grupo azida a 2099 cm-'indicando la formacion de triazol a través de la

cicloadicion de Huisgen promovida por tension anular.

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Nimero de onda (cm™)

Figura 8.5 Espectro FT-IR de las nanoparticulas.

Con el propédsito de estudiar el porcentaje polimérico presente en las nanoparticulas
core-brush, se realizaron estudios de termogravimetria (TGA). En la Figura 8.6se muestra que el
porcentaje de pérdida de masa de las nanoparticulas core-brush es 23 % entre 230 y 400 °C. La
misma es atribuida a la descomposicion térmica del contenido organico, es decir, al polimero.
Este valor se encuentra en el mismo orden que el porcentaje obtenido para los nanogeles

magnéticos sintetizados a través de quimica click (Capitulo 6) alrededor del 17 %.
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Figura 8.6 Analisis termogravimétrico de las nanoparticulas core-brush.

Ademas, para corroborar el comportamiento termosensible se realizaron turbidimetrias
encontrandose que las nanoparticulas core-shell no presentaban comportamiento termosensible
mientras que el MNG obtenido en el Capitulo 6 tenia una Ty alrededor de 42 °C. Esto puede
deberse a que el polimero puede estar dispuesto en la superficie de forma tal que no facilita el
ordenamiento de los dominios hidrofébicos e hidrofilicos para observar un comportamiento
termosensible tangible.

Con el fin de analizar el tamafio de las nanoparticulas tipo core-brush, los mismos se
estudiaron mediante microscopia electrénica de transmision. Los resultados obtenidos se
muestran en Figura 8.7. Como se puede observar, las nanoparticulas magnéticas core-brush
tienen un tamafio promedio de 5 nm y se encuentran agregadas. Sin embargo, en la imagen de
TEM puede denotarse una capa organica recubriendo a las nanoparticulas (Figura 8.7 Imagenes
TEM de las nanoparticulas magnéticas core-brush.). La misma se remarca en lineas punteadas
magenta. Esta capa fue atribuida a la presencia del poliglicerol injertado a la nanoparticula. Por
lo tanto, se comprobo la exitosa formacioén de las nanoparticulas core-brush. Ademas, mediante

medidas de NTA se obtuvo que el tamafio del agregado en solucién de las nanoparticulas era de
(54£3 nm).
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Figura 8.7 Imagenes TEM de las nanoparticulas magnéticas core-brush.

8.3.4 Estudios de liberacion controlada de farmacos

Una vez caracterizado el material, en una segunda etapa se continu6 con los estudios
preliminares de encapsulacién y liberacion de farmacos a los fines de comparar las
nanoparticulas core-brush y los MNGs. En este caso, nuevamente se utilizd como droga
anticancerigena modelo, clohidrato de doxorrubicina (DOX.HCI).

Para llevar a cabo la incorporacién, se siguid el protocolo detallado en la Seccion
Materiales y métodos 3.2.11.2. De manera general, 5 mg de las nanoparticulas core-brush se
pusieron en contacto con 2,5 mL de una solucién de DOX.HCI 0,2 mM en buffer acetato de pH 5.
Las mismas se mantuvieron bajo agitacion mecanica durante 16 h para luego separar

magnéticamente los sistemas y lavarlos dos veces con buffer acetato. Luego se procedio a
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cuantificar la incorporacion mediante espectrofotometria UV-Vis. Todos los estudios se realizaron
por triplicado.

Para evaluar la cantidad de doxorrubicina incorporada en los sistemas, se analizaron los
parametros de eficiencia de encapsulacion (EE%) y contenido del farmaco en el nanodispositivo
(DLC%). Se encontr6 que la eficiencia de encapsulacion para este sistema era (12 £3) % y el
contenido del farmaco era (7 + 2) % en peso. Estos valores son similares a los encontrados en la
bibliografia para este tipo de sistemas, cuando se utilizaron nanoparticulas magnéticas
estabilizadas con polimeros.202!  Asimismo, restan analizar distintas variables que pueden
mejorar aun mas la incorporacion del farmaco como el uso de diferentes concentraciones de
DOX.HCI o distintos pH. Ademas, estos valores fueron similares a los obtenidos para los
nanogeles obtenidos mediante quimica click (EE%= (10 £ 2) % y DLC%= (6 £ 1) %).

A partir de los resultados obtenidos, se realizaron estudios preliminares de liberacion de
DOX.HCI de las nanoparticulas core-brush. Para ello se realizaron dos experimentos analogos,
uno a temperatura ambiente y el otro a 50 °C. De manera general, las nanoparticulas core-brush
cargadas se colocaron en buffer fosfato y se midi6 la liberacion de DOX.HCI a distintos tiempos
mediante espectrofotmetria UV-Vis Cada experimento se realiz6 por triplicado.

Para comenzar con el analisis, en la Figura 8.8 se muestra el perfil de liberacién para las

nanoparticulas core-brush a temperatura ambiente y a 50 °C.
a) b)

100+ 404

80+ 304
60
204
404

[ 4 [}
204 50°C 10 50°C

Porcentaje de liberacion (%)
Porcentaje de liberacion (%)

0 500 1000 1500 0 2 4 6 8 10
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 8.8 Perfil de liberacion de DOX.HCI de las nanoparticulas core-brush a temperatura ambiente y
50 °C. a) tiempo total y b) primeros 10 minutos de liberacion con sus respectivos errores.

Los resultados obtenidos demuestran una liberacion rapida de 20 % de la DOX.HCI
incorporada dentro de los primeros 10 minutos. Ademas, luego de 6 h se observd nuevamente
un incremento abrupto en la liberacion alrededor del 60 % para luego obtenerse una liberacién
controlada llegando a 80 % a las 24 h. Este perfil de liberacién es realmente alentador ya que
podria realizar una liberacion a partir de 6 h, dando tiempo al nanodispositivo para llegar a la

zona que ha de ser tratada. Ademas, se observd que la liberacion era sostenida al menos hasta
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24 h. Se comprob6 que las nanoparticulas core-brush presentaban un perfil similar al obtenido
en los nanogeles analogos.

Por otro lado, se analizd el efecto de la temperatura en la liberacion. Como era de
esperar, no se encontré6 comportamiento termosensible alguno del sistema, no hubo ningun
cambio en la liberacion tanto a temperatura ambiente como a altas temperaturas, 50 °C (Figura
8.8, linea verde claro).

Es importante en este punto, hacer un estudio comparativo entre las liberaciones de
clorhidrato de doxorrubicina de las nanoparticulas y los nanogeles analogos. Para poder realizar
un analisis comparativo entre los perfiles de liberacion obtenidos para las nanoparticulas core-
brush y los MNGs a temperatura ambiente, en la Figura 8.9 se encuentran graficados dichos
perfiles.
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Figura 8.9 Perfiles de liberacion de DOX.HCI a temperatura ambiente de las nanoparticulas core-brush
(verde) y los MNGs (rojo).

Como se observa en la Figura 8.9, la liberacién del farmaco a temperatura ambiente es
més rapida para las nanoparticulas core-brush alcanzando una liberacion del 80 % a 24 h
mientras que los MNG liberan un 55 % en el mismo periodo de tiempo. Este hecho puede
explicarse analizando las morfologias de cada sistema ya que el MNG presenta una red
tridimensional entrecruzada que disminuye la difusién del farmaco a través de las cavidades
haciendo que su liberacion sea mas lenta mientras esto no ocurre en las nanoparticulas core-
brush.

Por ultimo, debido a que los resultados obtenidos para la liberaciéon de DOX.HCI son
muy alentadores se plantea continuar con el estudio y optimizacion de la liberacién de farmacos

para luego realizar estudios biologicos analizando este efecto.
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8.4 CONCLUSIONES PARCIALES

En este capitulo se estudié la sintesis y caracterizacion de nanoparticulas core-brush
mediante quimica click. La metodologia elegida fue la nanoprecipitacion asistida por
ultrasonicacion.

Para ello, se realiz6 la sintesis y modificacion de los distintos bloques constructores, las
MNP@BCN, el tPG de 10 kDa monoazidado (tPG-Ns). Luego se realizd la sintesis de las
nanoparticulas magnéticas core-brush. Se observé que la sintesis fue exitosa. Se encontré que
las nanoparticulas se presentaban como agregados, pudiéndose observar la capa polimerica en
las imagenes TEM. Ademas, las nanoparticulas magnéticas core-brush no presentaron
comportamiento termosensible.

En una segunda etapa, se realizaron estudios preliminares de incorporacién y liberacién
de clohidrato de doxorrubicina. Los valores obtenidos para las nanoparticulas core-brush de
eficiencia de encapsulacion fue (12 £ 3) % y de contenido del farmaco, (7 + 2) % p/p. Estos
valores son similares a los encontrados en la bibliografia para las nanoparticulas magnéticas
estabilizadas con polimeros. Asimismo, estos valores son comparables con los obtenidos para
los nanogeles analogos.

Se encontré que el perfil de liberaciéon de las nanoparticulas core-brush fue similar al
obtenido para los nanogeles estudiados previamente: una liberacién rapida de 20 % de la
DOX.HCl incorporada dentro de los primeros 10 minutos y luego de 6 h se observd nuevamente
un incremento abrupto en la liberaciéon siendo alrededor del 80 % para luego obtenerse una
liberacion controlada sostenida al menos hasta 24 h.

Por ultimo, siendo exitosa la sintesis de las nanoparticulas magnéticas core-brush
mediante quimica click y nanoprecipitacion asistida por ultrasonicacion, es que se demuestra la
versatilidad de esta técnica de ultrasonicacion para la obtencion de distintos nanomateriales con

distintas morfologias.
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9.1 CONCLUSION GENERAL

Retomando los objetivos generales, en esta Tesis Doctoral se estudiaron diversas
metodologias para el disefio de distintos nanodispositivos hibridos, formados por nanoparticulas
magnéticas de oOxido de hierro y un polimero termosensible, enfatizando la obtencion de dos
tipos de morfologias: nanogeles hibridos y MNPs del tipo core brush. Ademés, se establecio un
nuevo método de sintesis para distintos sistemas empleando ultrasonicacion.
Consecuentemente, se demostro la ventaja que presenta la ultrasonicacion como herramienta de
sintesis no sélo de nanogeles y nanoparticulas core-brush sino también para la modificacion
superficial de nanoparticulas con diferentes agentes silano.

Esta Tesis Doctoral se enfocd en la sintesis de nanodispositivos hibridos; por un lado, la
obtencidn de nanogeles magnéticos y termosensibles y por otro, la obtencién de nanoparticulas
magnéticas tipo core-brush.

La primera parte se divididé en tres etapas. En la etapa inicial, se evalu la sintesis
asistida por ultrasonicacion de nanogeles termosensibles. Se comprob6 la utilidad de esta
metodologia como herramienta de sintesis. Como resultado, se describié una metodologia
novedosa y simple de sintesis de nanogeles termosensibles basados en oligoetilenglicoles,
presentando numerosas ventajas frente a metodologias ya reportadas como tiempos mas cortos
de reaccién sin necesidad de desoxigenacion previa y trabajando a menores temperaturas a las
habituales usadas en polimerizaciones radicalarias. Los nanogeles fueron sintetizados
exitosamente presentando tamafos y polidispersidades ideales entre 100 nm y 200 nm,
comportamiento termosensible, asi como también adecuadas propiedades de citotoxicidad e
internalizacién celular. Se logré un gran control de las propiedades de los nanogeles en funcion
de distintas variables como relacion molar entre los mondmeros, porcentaje de co-mondmero,
tiempo, etc. Todos estos resultados evidencian el gran potencial de estos sistemas para la
liberacion controlada de diversas moléculas, como agentes de diagndstico por imagen y
farmacos anticancerigenos de bajo peso molecular

En una segunda etapa, se incorporaron exitosamente de manera covalente
nanoparticulas magnéticas al sistema previamente analizado. Para ello, las nanoparticulas
magnéticas fueron modificadas con un agente silano para obtener grupos vinilos en la superficie
para poder actuar como agente entrecruzante. Los nanogeles magnéticos fueron sintetizados de
manera exitosa con tamafios y temperaturas de transicion de fase regulables. Se confirmé que la
metodologia empleada permite un gran control del tamafio de los MNGs. Se encontr6 una alta
estabilidad del sistema en dispersion, siendo estables durante al menos un afio, demostrando
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ser factible la separacion magnética del mismo con un simple imén comercial. Ademas, se
encontrd que estos nanogeles presentaban potencial aplicacion en el campo de hipertermia
debido a su caracter superparamagnético y su respuesta frente a la irradiacion de infrarrojo
cercano. También se realizaron estudios preliminares de encapsulacion de clorhidrato de
doxorrubicina encontrandose que este farmaco no era el dptimo, dado su caracter hidrofilico,
para la incorporacion en este sistema en particular.

Adicionalmente, se analizaron los tiempos de relajacién de los MNGs, encontrandose
valores de relajacion similares al de los agentes de contraste comerciales de IRM (170 mM-1s-1),
garantizando asi su potencial empleo como nanodispositivo en teragnosis. También los estudios
de citotoxicidad revelaron muy buenos resultados en cuanto a la viabilidad celular de los mismos.

Luego se abordd la sintesis de nanogeles magnéticos mediante una metodologia basada
en ultrasonicacion y una cicloadicion de Huisgen azida-alquino promovida por tensién anular. Se
obtuvieron resultados prometedores demostrandose la versatilidad de esta herramienta sintética.
Se analizaron las propiedades magnéticas del sistema obteniendo valores de relajacion similares
a los de agentes de contraste comerciales de IRM. Ademés, el sistema presentaba
comportamiento termosensible.

Para evaluar el potencial de estos nanodispositivos con morfologia del tipo nanogel
obtenidos mediante quimica click en el campo de la nanomedicina, se realizaron estudios
preliminares de incorporacién y liberacion de clorhidrato de doxorrubicina. La incorporacion del
farmaco en los nanogeles resultd exitosa. El perfil de liberaciéon obtenido es realmente
prometedor ya que podria realizar una liberacion a partir de las 6 h, dando tiempo al
nanodispositivo para llegar a la zona que ha de ser tratada. A su vez, el comportamiento
termosensible del nanogel se reflejo en cinéticas de liberacion a altas temperaturas. Por otro
lado, para evaluar el uso de los nanogeles como dispositivos de captura de células circulantes de
metastasis, los mismos fueron funcionalizados con transferrina. Se obtuvo una amplia bateria de
nanogeles variando alguno de los bloques constructores. Se evaluaron las eficiencias de captura
de CTCs de todos los sistemas, encontrandose una dependencia tanto en el largo del espaciador
utilizado, su relacién con respecto a la transferrina como el largo del polimero utilizado. Se
encontr6 el sistema dptimo para la captura de CTCs con una eficiencia de captura del 80 %
empleando tPG de 5 kDa y el conjugado de transferrina con el espaciador con longitud de
cadena de 8 unidades PEG y una relacion Tf.espaciador 1:3. Por lo tanto, el uso de los MNG
sintetizados a través de quimica click y nanoprecipitacion seria util parala la captacién de células
circulante de metastasis y liberacion controlada de farmacos, asi como agente de contraste.
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En la segunda parte, se analizé la obtencion de las nanoparticulas magnéticas tipo core-
brush. Para ello, primero se estudio la polimerizacién radicalaria controlada por transferencia
atomica (ATRP) para el crecimiento de cadenas poliméricas de la superficie de la nanoparticula.
Se evaluaron distintas variables como iniciador, metodologia, mondmeros, tiempos, etc.,
encontrando que no se pudo mejorar los rendimientos més alld de un injerto del 10 % de
polimero en el mejor de los casos y sin observar comportamiento termosensible.
Consecuentemente, se varid la estrategia sintética de nanoparticulas core-brush utilizando
quimica click y nanoprecipitacion asistida por ultrasonicacion. Se observo que la sintesis fue
exitosa. Este hecho demuestra una vez més la versatilidad de esta técnica de ultrasonicacion
para la obtencion de diversos nanomateriales con distintas morfologias. Las nanoparticulas no
presentaron comportamiento termosensible. Ademas, se realizaron estudios preliminares de
incorporacion y liberacién de doxorrubicina clorhidrato. La incorporacién del farmaco en las
nanoparticulas al igual que para los nanogeles resulté exitosa. Para las nanoparticulas también
se obtuvo el mismo perfil de liberacién observado en los nanogeles, pero la liberacién fue méas
rapida que para los nanogeles. Al realizar la liberacion a mayores temperaturas, como se
esperaba, no se obtuvo un incremento en la cinética de liberacion.

Del andlisis de los resultados obtenidos a través de la aplicacion de diferentes
metodologias de polimerizacién (polimerizacion radicalaria no controlada y ATRP) para el estudio
de dos morfologias diferentes, surge claramente que desde el punto de vista de la metodologia
sintética, la polimerizacion radicalaria no controlada permitié obtener nanodispositivos en forma
rapida y sencilla, con tamafios 6ptimos, una gran estabilidad coloidal y una mayor proporcion de
polimero en el sistema (45 %), mientras que con la polimerizacién radicalaria controlada por
transferencia atémica, se obtuvieron sistemas con un bajo porcentaje de polimero unido a través
de cadenas del tipo brush (menores al 10 %).

Con respecto a la metodologia de quimica click, permiti6 obtener los nanodispositivos
buscados en ambos casos, nanogeles y core-brush, aunque con menores porcentajes de
fraccion polimérica (17 % para nanogel y 23 % para core brush).

Se observd que los nanogeles magnéticos obtenidos mediante quimica click
presentaban una mayor versatilidad ya que estos sistemas demostraron su potencialidad tanto
en el campo de liberacién controlada de farmacos como en la captura de células circulantes de
metastasis. El uso de esta estrategia de sintesis permite también un gran control de las
propiedades finales del sistema variando distintas condiciones de reaccién como, por ejemplo,
los bloques constructores utilizados. A su vez, esta metodologia presenta también sus ventajas a
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saber, cortos tiempos de reaccion, no hay necesidad de desoxigenar el solvente y no se emplean
surfactantes.

Desde el punto de vista morfolégico, si bien en todos los casos se encontro
comportamiento magnético, so6lo se observd comportamiento termosensible en los
nanodispositivos tipo nanogel. Este hecho, llevé a concluir que una de las posibles razones por
lo cual la morfologia core-brush no presenta comportamiento termosensible es que
probablemente la funcionalizacion de la MNPs en la primera etapa no es efectiva o suficiente, no
permitiendo asi el crecimiento dptimo de las cadenas poliméricas para encontrar la formaciéon de
dominios hidrofébicos/hidrofilicos y mostrar comportamiento termosensible.

Por lo tanto, los nanogeles parecen ser los nanodispositivos 6ptimos para su uso en
teragnosis. Esto se debe principalmente a que los mismos, debido a su morfologia, presentan
comportamiento termosensible que puede ser controlado a partir de las condiciones de sintesis.
Ademas, estos sistemas presentaron alta estabilidad en el tiempo y su sintesis resultdé simple
con bajos tiempos de reaccion. Todos los nanogeles magnéticos estudiados presentaron
propiedades superparamagnéticas enfatizando asi su potencial uso para el tratamiento por
hipertermia. Asimismo, los valores de relajacién de los nanogeles magnéticos fueron similares al
de los agentes de contraste comerciales de IRM permitiendo proponer estos sistemas para el
diagndstico por imagen de resonancia magnética. También, pueden ser modificados para unir de
forma covalente grupos fargeting como la transferrina permitiendo asi su empleo como
dispositivos de captura de células circulantes de metastasis.

Por ultimo, es importante destacar que el desarrollo de este Trabajo de Tesis Doctoral
planted un desafio interdisciplinario muy importante. El trabajo aqui presentado es el resultado
de una estrecha colaboracién entre el Laboratorio de Materiales Poliméricos (LAMAP) del
Departamento de Quimica Organica (FCQ, UNC) y otros investigadores pertenecientes a
distintos laboratorios de reconocida trayectoria: el grupo del Dr. Marcelo Calderon de la Freie
Universitat Berlin (Alemania), el grupo del Dr. Jayant Khandare del Mahastra Institute of
Pharmacy, Kothrud, Pune (India) y el investigador Dr. Bastian Klemke de Helmholtz-Zentrum
Berlin flir Materialien und Energie (Alemania). Los resultados obtenidos indican que es posible
combinar exitosamente metodologias de distintas disciplinas para el desarrollo de nuevos
materiales hibridos que, se espera, tengan en un futuro un papel fundamental en la

nanomedicina y la nanotecnologia.
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9.2 PROYECCIONES

Los nanogeles sintetizados y caracterizados en esta Tesis Doctoral presentaron
potenciales aplicaciones en el area de la nanomedicina. Por esta razon, se propone continuar
estudiando estos sistemas para su perfeccionamiento. Se plantea un estudio completo de la
incorporacion y liberacion de distintos farmacos evaluando diferentes condiciones. A su vez,
estos sistemas también podrian modificarse empleandodo grupos targeting para aplicaciones
aun més especificas. Ademas, en el grupo de investigacion se espera continuar con los estudios
biolégicos de estos sistemas, ya sea la internalizacion celular, la citotoxicidad (al liberar el

farmaco), estudios in vivo, efc.
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