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RESUMEN

La aplicacion de nanomateriales en biomedicina, a raiz de su gran
capacidad para encapsular y transportar moléculas, ha permitido avanzar
en el diagnéstico y tratamiento de diversas enfermedades. Patologias de
alta complejidad como el cancer, cuya terapia se encuentra limitada por
las caracteristicas de los farmacos utilizados, ven el uso de
nanotrasportadores como una de las posibles estrategias para superar
esta problematica. De los nanotransportadores generados, los
dendrimeros poliamidoamina (PAMAM) se encuentran a la vanguardia de
la investigacion y sus propiedades han sido ampliamente reportadas; no
obstante, la citotoxicidad asociada a sus aminas primarias superficiales y
su falta de selectividad por el tejido patologico, demandan un

perfeccionamiento de estos sistemas.

Con el objetivo de potenciar las caracteristicas positivas de los PAMAM y
utilizarlos como nanotransportadores, estos fueron funcionalizados con
polietilenglicol de 2000 Da y con acido félico (PAMAM-PEG y PAMAM-FA)
y luego caracterizados estructuralmente por espectroscopia de resonancia
magnética nuclear. Ademas, para conocer el efecto de la funcionalizaciéon
superficial se estudié la viabilidad celular y en la cinética plasmética de
PAMAM vy los sistemas modificados. Finalmente, se formaron complejos
supramoleculares con octreétido (OCT) y metotrexato (MTX) —moléculas
antiproliferativas empleadas en el tratamiento del cancer- para analizar si
los nanotransportadores causan sinergia en el efecto intrinseco de los

farmacos en cultivos celulares de lineas de cancer.

Los resultados de esta tesis revelaron que la funcionalizacion de

dendrimeros PAMAM de cuarta generacion modula no sélo su cinética
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plasmética, sino que ademdas potencia el efecto antiproliferativo de
octredtido y metotrexato a concentraciones experimentales muy bajas.
PAMAM-FA y PAMAM-PEG fomentan este fendmeno tanto en cultivos
celulares de HeLa como de PC12, pero el sistema pegilado es el que

alcanza el efecto mas pronunciado.

PAMAM-PEG mostro la vida media plasmatica mas prolongada y los
parametros farmacocinéticos mas auspiciosos para modular el transporte.
Este antecedente, mas la sinergia de la antiproliferacion celular de OCT y
MTX a causa de su interaccion con el dendrimero pegilado, lo perfila como
un nanomaterial potencial para avanzar hacia su aplicacion clinica en la

terapia contra el cancer.
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ABSTRACT

The application of nanomaterials in biomedicine as a result of their great
capacity to encapsulate and carrier molecules has allowed progress in the
diagnosis and treatment of various diseases. Pathologies such as cancer,
whose therapy is limited by the features of the drugs used, see the use of
nanotransporters as one of the possible strategies to overcome this
problem. Polyamidoamine dendrimers (PAMAM) are the forefront of
research and their properties have been widely reported; nevertheless, the
cytotoxicity associated to their primary surface amines and their lack of
selectivity for the pathological tissue, demand an improvement of these

systems.

In order to enhance PAMAMSs features and use them as nanocarriers,
these were patrtially functionalized with polyethylene glycol (PAMAM-PEG)
and folic acid (PAMAM-FA) and structurally characterized by nuclear
magnetic resonance spectroscopy. In addition, to know the effect of
surface functionalization, cell viability and plasma kinetics of PAMAM and
modified systems were studied. Finally, supramolecular complexes were
formed with octreotide (OCT) and methotrexate (MTX), antiproliferative
molecules used in the treatment of céncer, with the aim of analyze if
nanocarriers would cause synergy in the intrinsic effect of drugs in cancer

cell lines.

The results revealed that the functionalization of fourth generation PAMAM
dendrimers modulates not only their plasma kinetics, but also potentiates
the antiproliferative effect of octreotide and methotrexate at very low
experimental concentrations. PAMAM-FA and PAMAM-PEG promote this
phenomenon both in cell cultures of HeLa and PC12, but the pegylated

system is the one that achieves the most pronounced effect.
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PAMAM-PEG showed the largest plasma half-life and the most auspicious
pharmacokinetic parameters to modulate drug transport. This background,
plus the synergy of the cellular antiproliferation of OCT and MTX due to its
interaction with the pegylated dendrimer, makes it a potential nanomaterial

to advance towards its clinical application in cancer therapy.
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INTRODUCCION

NANOMATERIALES

En las ultimas décadas la investigacion en quimica, fisica e ingenieria se
ha centrado en la generacion de nuevos materiales y la diversificacion de
sus productos. En este avance, los materiales de escala nanoscépica han
tomado el mayor protagonismo dadas sus amplias aplicaciones, no sélo
en el &rea tecnoldgica -como es su uso en o6ptica y electrénica-, sino que

con especial foco en las ciencias biomédicas.

La sintesis de nanomateriales ha avanzado significativamente en el control
de la arquitectura y composicion quimica de los sistemas generados, los
gue por medio de modificaciones sencillas a su estructura pueden mejorar
o adquirir nuevas caracteristicas de alto interés bioldgico. Estos adelantos
han permitido desarrollar su utilizacion en nanomedicina [1] —a partir de la
gran capacidad para alojar moléculas en su interior o conjugarlas en su
superficie- posicionando su uso en el tratamiento y diagndstico de una
gran gama de enfermedades. Es por ello, que los nanomateriales a modo
de nanotransportadores se perfilan como una alternativa seria en la
administracion controlada de farmacos, logrando reducir los efectos

secundarios nocivos de los tratamientos convencionales [2].
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El uso de nanomateriales para el transporte de farmacos ofrece muchas
ventajas por sobre la administracion de las drogas libres [3], las cuales por
su toxicidad sobre células sanas, baja solubilidad en agua, o bajos
tiempos de circulacion en el plasma, ya muestran ser bastante ineficientes
[4]. Dentro de las ventajas de emplear nanotransportadores, cabe destacar

las siguientes funciones:

- Proteger a los farmacos de la degradacion prematura;

- Prevenir su interaccion temprana con el entorno biolégico;

- Propiciar la absorcion en el tejido diana (como, por ejemplo, un
tumor);

- Controlar la farmacocinética y distribuciéon de las drogas en los
tejidos;

- Tener alta capacidad de carga y liberacion controlada de

compuestos;

Mejorar la penetracion celular.

Es preciso considerar en su sintesis la insercién de grupos funcionales
gue permitan lograr la maxima encapsulaciéon de farmacos o acoplamiento
de ligandos a estos sistemas; minimizando cualquier efecto nocivo propio
de ellos. Algunas de las caracteristicas a considerar en su arquitectura,
para potenciar el uso de nanomateriales en biomedicina son las

siguientes:
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- Ser sintetizados de un material biocompatible, bien caracterizado y
con funcionalizacién sencilla;

- Exhibir alta capacidad de discriminar entre tejido sano y patologico;

- Ser soluble o coloidal en fase acuosa para incrementar Ssu
efectividad,

- Tener una vida media en circulacion extendida y larga vida util.

En la actualidad, se han disefiado diversos nanotransportadores basados
en estructuras quimicas de distinta naturaleza: nanotubos, micelas,
dendrimeros, liposomas, nanoparticulas, entre otras; con la finalidad de
optimizar la quimioterapia de una serie de patologias complejas (figura

1)[5-8].

La busqueda de nuevos nanomateriales y nuevas tecnologias de sintesis
ha conducido a la creacion de rutas sintéticas con las que se pueden
obtener nanoestructuras bien definidas y con el mayor numero de
propiedades que faciliten su aplicacion biologica. En ese sentido, dentro
de los nanotransportadores hasta hoy sintetizados, los dendrimeros han
demostrado ser notablemente versatiles, a raiz de su estructura sencilla y
su superficie con gran cantidad de grupos funcionales disponibles para
efectuar modificaciones. Esta cualidad permite la funcionalizacion de su

estructura obedeciendo a los parametros requeridos por patologias de alta
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complejidad en su acceso o tratamiento en el organismo; como el cancer o

enfermedades del sistema nervioso central [9-11].

A) Liposomas

B) Polimero-conjugado

C) Micelas

D) Dendrimeros

! e

o ‘

[

A

O Droga ', Ligando

F) Nanoparticulas de Oro
€\ P{;.f
,\
it Au -0
Fad

€ Particula de contraste & Linker

Figura 1. Nanotransportadores de farmacos con potencial aporte en

terapia dirigida, diagndstico y seguimiento de la patologia [12].
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DENDRIMEROS

Los dendrimeros son polimeros de sintesis definida, hiper-ramificados y
monodispersos, los cuales exponen en su superficie determinados grupos
funcionales de forma multivalente [13, 14]. Esta (ltima caracteristica
permite llevar a cabo cambios o mejoras en sus propiedades mediante
reacciones quimicas simples, ya sea con uno o varios de los grupos

disponibles para reaccionar en un volumen molar acotado.

La denominacion de estas macromoléculas nace del griego dendron que
significa “arbol” o “rama”, dada su estructura tridimensional ramificada. En
la naturaleza se puede hallar esta arquitectura a gran escala en las ramas
de los arboles y sus raices; e incluso en el cuerpo humano en érganos
como los pulmones, riflones y en microescala en las neuronas. Es
evidente que las estructuras ramificadas ofrecen muchos beneficios como
una de las topologias mas observadas en los seres vivos, sobre todo en
sistemas biologicos cuya funcion primordial es el transporte de informacion
y nutrientes esenciales para la sobrevivencia; como es el caso del aparato
circulatorio y nervioso. Esta cualidad biomimética de los dendrimeros hace
muy valiosa su aplicacion en ciencias de la vida, diferenciandolo de otros

nanomateriales similares [15-17].
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El disefio de estos sistemas puede estar basado en diversos grupos
funcionales, destacando entre ellas las poliaminas o la mezcla de aminas
y poliamidas, como la estructura que poseen los dendrimeros
poliamidoamina (PAMAM). El desarrollo de esta clase nanomateriales
permite la sintesis de diferentes variedades de dendrimeros: anionicos,
cationicos, una mezcla de ambos o neutros; lo que otorga a cada

macromolécula caracteristicas y propiedades muy particulares [16, 18, 19].

La estructura a escala nanoscopica de los dendrimeros se encuentra
caracterizada por capas o “generaciones” que se forman a partir de un
punto de reaccion al otro, las cuales aparecen desde el nucleo central
hasta la superficie. El nacleo o core es denominado a veces generacion

cero (G0), ya que no presenta ningun punto focal.

A medida que aumentan de tamafo, los dendrimeros presentan
compartimentos y estructuras que se pueden clasificar en tres partes

fundamentales:

- La superficie multivalente, con un alto nUmero de sitios reactivos
potenciales;

- El armazén interno, justo por debajo de la superficie con un
microambiente protegido de la parte externa por la superficie del

dendrimero;
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- El ndcleo o core, que en los dendrimeros de alta generacion esta
protegido del exterior por las capas superiores, creando un

microambiente hidrofébico rodeado por las ramas dendriticas.

De los compartimentos mencionados, el interior del dendrimero es el que
presenta el mayor potencial para interaccionar con moléculas, en
especifico las que tienen mayor grado de hidrofobicidad; asimismo, la
superficie multivalente permite una extensa zona para conjugar ligandos o
interactuar no covalentemente con otras estructuras cuyo fin sea mejorar

las propiedades intrinsecas de estas macromoléculas [20-22].

De las familias de dendrimeros hasta ahora conocidos, los PAMAM son
unos de los mas utilizados en la investigacion actual. Fueron los primeros
en ser sintetizados, caracterizados y comercializados, y sus propiedades -

ya muy conocidas- se encuentran ampliamente reportadas.

Su estructura esta constituida por poliamidas y aminas terciarias en sus
capas internas y aminas primarias en su superficie, en consecuencia, su
conformacion es altamente sensible a variaciones de pH. Esto le otorga la
capacidad de encapsular moléculas hidrofébicas o con polaridad
levemente negativa por medio de interacciones no covalentes.
Analogamente, esta estructura quimica basada en aminas y poliamidas

resulta ser muy similar a las proteinas, tornando a los dendrimeros
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materiales altamente biocompatibles y con baja inmunogenicidad (figura 2)

[15, 23].
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Figura 2. Esquema de un dendrimero PAMAM de cuarta generacion (G4).
En el circulo mas interno se observa el nucleo y en los siguientes circulos
se observan las ramificaciones que gatillan el crecimiento del dendrimero

en generaciones.
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A medida que aumenta la generacion de estos nanotransportadores
también se puede observar como algunas de las caracteristicas
principales de los dendrimeros, como su tamafio y masa molar, varian en
proporcion. De igual modo, existe un incremento progresivo de los grupos
amino primarios en la superficie del dendrimero, como se puede apreciar a

continuacion en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas fisicas de los dendrimeros PAMAM segun su

generacion [24].

DENDRIMERO MASA MOLAR DIAMETRO GRUPOS AMINO
PAMAM (kDa) (nm) DE SUPERFICIE

GENERACION

0 0,517 1,5

1 1,430 2,2

2 3,256 2,9 16

3 6,909 3,6 32

4 14,215 4.5 64

5 28,826 54 128

6 58,048 6,7 256

7 116,493 8,1 512

8 233,383 9,7 1024

9 467,162 11,4 2048

10 934,720 13,5 4096
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El aumento en volumen tiende a ser minimo con respecto al incremento de
los grupos funcionales de la superficie. Por lo tanto, la conjugacion y
encapsulacion de moléculas de interés biolégico se duplica con el
aumento de generacion, manteniendo gran capacidad de carga en un
tamafno acotado. Esto facilita la llegada de los dendrimeros, en especial
los PAMAM, a diversos sitios del organismo e incluso penetrar células
[25]. Por otro lado, su extensa superficie funcionalizada con aminas
primarias facilita la conjugaciéon de diversos ligandos y permite una amplia

zona de interaccion electrostatica con aniones.

Son enormes las ventajas de estos sistemas nanotransportadores, sin
embargo, a pH fisiolégico 7.4 los PAMAM de cuarta generacion y
superiores ocasionan toxicidad celular y hemdlisis intravascular —a raiz de
su alta carga positiva superficial- provocada por las aminas primarias
protonadas a este pH [26]. Por ello, resulta fundamental conjugar en su
superficie moléculas inocuas y biocompatibles que permitan sortear este

problema [27, 28].

Se ha reportado mediante ensayos in vitro que conjugar a la superficie de
los dendrimeros PAMAM cadenas de polietilenglicol (PEG), acido fdlico
(FA), acidos grasos u otras moléculas neutras o aniénicas, no perjudica la
capacidad intrinseca de los dendrimeros para encapsular y disminuye su

toxicidad celular [29-32]. No obstante, es preciso determinar un porcentaje
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de funcionalizacion y largo de cadena adecuado de moléculas como el
PEG, que minimicen el dafio provocado por las cargas positivas de las
aminas primarias superficiales de PAMAM, sin aminorar su capacidad

transportadora de farmacos.

El polietilenglicol hasta ahora ha sido la molécula mas utilizada para el
enmascaramiento de macromoléculas, en especial para evitar el
reconocimiento por el sistema inmunoldgico. También es empleado para
aumentar considerablemente el tamafio y la masa de materiales con
potencial utilidad en biomedicina, pero que su dimension reducida no
permite una gran permanencia en circulacion para lograr los efectos
terapéuticos deseados [33, 34]. Se conocen innumerables beneficios del
PEG en la funcionalizacién, sin embargo, su uso no aporta en selectividad
ni direccionamiento del nanotransporte de farmacos. Por ello, ain queda
pendiente esta mision para avanzar en terapia de enfermedades como el
cancer —empleando moléculas que otorguen esta propiedad a los
sistemas- arriesgando al minimo la salud de los pacientes con efectos

colaterales indeseados.

La funcionalizacion de dendrimeros poliamidoamina de cuarta generacion
es necesaria para no ocasionar citotoxicidad inespecifica en sistemas

biolégicos ni otros efectos adversos [35]; por otro lado, también permite
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otorgar a los nanomateriales la capacidad de discriminar entre células

sanas Yy patoldgicas o dirigirse a sitios especificos del organismo.

Utilizar moléculas que actien como metabolitos en el organismo, abre la
oportunidad de un sistema nanotransportador, que no sea reconocido por
el sistema inmune y que sea capaz de aislar moléculas
farmacologicamente activas en su interior el tiempo suficiente para
liberarlas en el microambiente y alcanzar la célula tumoral para eliminarla.
Este perfil calza con sustancias como el &cido félico [36], molécula
necesaria en procesos biolégicos trascendentales; tal como la sintesis
nucledtidos y la interconversion de aminoacidos, por lo que se encuentra
presente en la mayoria de las células y es reconocido por un receptor para

ser internalizado.

La participacion de este metabolito en los procesos fisiopatologicos del
cancer, se encuentra considerablemente reportada. La sobreexpresion del
receptor de acido folico en células tumorales en varios tipos de neoplasias
es conocida, al igual que su capacidad de mediar la endocitosis de
macromoléculas que tengan folato en su superficie, la que al ser
reconocida por su receptor, causa la internalizacion de estos conjugados

en las células [37].

La endocitosis, como mecanismo general e inespecifico, se encuentra

favorecida por macromoléculas con gran concentracion de cargas
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cationicas disponibles para interaccionar con la membrana plasmatica de
las células. Tal es el caso de PAMAM a pH fisiolégico, mas al tratarse de
encontrar mayor selectividad en un nanotransportador, se hace ineludible
la funcionalizacibn con moléculas que favorezcan el reconocimiento
celular en tejido patoldgico y su permanencia en el entorno donde se gesta

la enfermedad.

El disefio racional de nanotransportadores de farmacos para el tratamiento
de enfermedades implica visualizar la estrategia para abordar la
problematica tanto del punto de vista biolégico como quimico. Entonces es
preciso tener en consideracion tres aspectos centrales para desarrollar

guimioterapia basada en nanomateriales:

- Conocer la naturaleza de la enfermedad. Esto se relaciona con el
conocimiento de la fisiopatologia tras la enfermedad a tratar; los
desafios y riesgos que involucra.

- Elegir el nanotransportador y las moléculas para la funcionalizacién
gue potencien su eficacia y selectividad.

- Determinar, acorde al mecanismo patologico y la naturaleza del
nanotransportador, el o los farmacos que vean favorecido su efecto

al ser encapsulados o conjugados.

Ante la diversidad de factores involucrados en el disefio de nanomateriales

y dado que la aplicacion clinica de los nanotransportadores de farmacos
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basados en PAMAM es todavia incipiente, se requiere una caracterizacion
detallada de sus propiedades estructurales y farmacocinéticas, puesto que
la funcionalizacién de la superficie modula su retencion en el torrente
sanguineo y los sitios preferenciales de acumulacion en el cuerpo. Una
vez funcionalizados los dendrimeros, es fundamental analizar su
comportamiento tanto in vitro como in vivo; para descartar que continden
efectos secundarios nocivos —por dafio en el tejido sano- y modular de la

mejor manera posible su accion terapéutica.
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CANCER

Céancer se denomina a un grupo de enfermedades caracterizadas por el
crecimiento y propagacion descontrolada de células anormales, la cual si
no es intervenida puede ocasionar la muerte [38, 39]. Su origen se debe a
factores tanto externos (tabaco, organismos infecciosos, alimentacion
deficiente, sustancias quimicas y radiacién) como internos (mutaciones
heredadas, hormonas, factores epigenéticos, problemas inmunitarios y
mutaciones debidas al metabolismo); componentes causales que pueden
finalmente ejercer su accion en conjunto 0 en secuencia para iniciar o

promover la carcinogénesis.

A lo largo del progreso de la patologia hay un notable aumento de la
poblacién celular, las que por medio de una serie de mecanismos gatillan
el desarrollo de nueva vasculatura que permita irrigar el tejido en
crecimiento (angiogénesis), proveerlo de los nutrientes y otros factores
necesarios para su supervivencia y en algunos casos, facilitar la migracién
de estas células a otros sitios del organismo donde pueden formar nuevos
tumores (metéastasis) [40, 41]. Analogamente, el metabolismo celular
acelerado favorece la formacion de un microambiente mas acido en
comparacion al que existe en los tejidos sanos, a raiz de la obtencién de

energia en un alto porcentaje a costa de glucdlisis anaerobica. Los vasos
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sanguineos y linfaticos aberrantes que irrigan los tumores, causan la
acumulacion de sustancias de gran tamafio y masa molar en torno a las
cercanias del tumor (efecto de permeabilidad y retencion aumentada o
efecto EPR)[42]. Por altimo, dentro de los mecanismos fisiopatolégicos del
cancer, cabe destacar la sobreexpresion de receptores de una gran
variedad de hormonas y péptidos en la membrana plasmatica de las
células cancerosas, los cuales tienden a variar desde un tipo de tumor a
otro dependiendo de su ubicacion anatomica y posibles requerimientos

para sobrevivir [37, 43].

Son amplias las condiciones que se pueden identificar en el desarrollo de
esta patologia, no obstante, la sobreexpresion de ciertos receptores en la
membrana plasmatica de las células neoplasicas abre un blanco
terapéutico mucho mas efectivo y selectivo para abordar la terapia y
mejorar el diagndstico del cancer. Este ultimo hallazgo ha fomentado el
desarrollo de nuevas estrategias para abordar la enfermedad de manera
mas eficiente y temprana, forjando interés principalmente por Ila
generacion de analogos de péptidos que, sin perder su afinidad natural por
el receptor en cuestién, puedan dirigirse al sitio del tumor —e incluso

tumores secundarios- para optimizar el diagnéstico y la terapia [44].

Tal es el caso de los receptores de los péptidos individualizados en la

tabla 2, los cuales han permitido el desarrollo de analogos estructurales o
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conjugados aprovechando su biocompatibilidad intrinseca con el
organismo y el efecto natural del péptido como hormona para inhibir el
crecimiento celular. Ademas, con minimas modificaciones se puede
beneficiar la afinidad natural de las hormonas peptidicas por su receptor

convirtiéndolos en agentes antiproliferativos ain mas efectivos.

Tabla 2. Receptores de péptidos sobreexpresados en tumores humanos

[45].

PEPTIDO TUMOR EN QUE SE EXPRESAN

SOMATOSTATINA Neuroendocrino (gastroenteropancreatico, pituitario),
linfoma, paraganglioma, mama, cerebro, cancer de

pulmoén de células pequefias

BOMBESINA/GRP  Prgstata, mama, pancreas, gastrico

VIP Mama, adenocarcinomas de colon, tumores

endocrinos

NEUROTENSINA  Pancreatico exocrino, mama, colon, cancer de préstata

CCK/GASTRINA Cancer medular tiroideo, cancer de pulmoén de células
pequefias, cancer de estroma, cancer de estroma de

ovario, astrocitoma, gastrointestinal

LHRH Préstata, cancer de mama

GRP: péptido liberador de gastrina, VIP: péptido vasoactivo intestinal,
CCK: colecistoquinina, LHRH: hormona liberadora de la hormona
luteinizante.
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PEPTIDOS COMO POTENCIAL HERRAMIENTA CONTRA EL CANCER

Por mas de 50 afios la quimioterapia ha sido la alternativa para tratar
tumores muy avanzados o metastasicos, asimismo, puede ser empleada
como adyuvante a la remocion quirdrgica o radioterapia. Sin embargo, los
farmacos antineoplasicos usados tienen variados mecanismos de accion,
los que ya sea por su simple administracién o por combinacién de ellos,
resultan altamente ineficientes e inespecificos, generando efectos
colaterales muy dafinos para la salud de los pacientes. Las drogas
anticancerosas convencionales estan limitadas intrinsecamente por la
resistencia de las células tumorales y por la incapacidad de administrar
dichos farmacos directamente en la zona de la patologia sin afectar

células normales [46, 47].

Estas probleméticas pueden ser superadas con el desarrollo de una
terapia dirigida y selectiva que emplee un objetivo predefinido, como algun
receptor sobreexpresado, de este modo se restringe el acceso de las
drogas utilizadas a los tejidos sanos, reduciendo en consecuencia la

toxicidad y maximizando la efectividad del tratamiento.

Recurrir a péptidos para tratar el cancer no sélo podria ser mas eficiente y
selectivo, sino que también posee una serie de ventajas en comparacion

al uso de moléculas de mayor tamafio como anticuerpos u otras proteinas,
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como, por ejemplo: sintesis y modificacion quimica mas sencilla, mayor

habilidad de penetrar en el tumor y alta biocompatibilidad.

La somatostatina (SST), conocida también como “hormona inhibidora de la
hormona del crecimiento”, es una hormona peptidica compuesta por 14 o
28 aminoacidos en su forma bioactiva (figura 3); la que es secretada por el

hipotadlamo, pancreas y mucosa gastrointestinal.

Figura 3. (A) Estructura somatostatina-14. (B) Estructura somatostatina-28

[48].
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Esta hormona controla una serie de procesos fisiologicos dentro de los
gue destacan: regulacion de la secrecion de las hormonas del eje
hipotalamo-hipdfisis-tiroides, contraccion del muasculo liso, absorcion de
nutrientes y division celular. Estas propiedades han permitido la aplicacion
clinica de analogos de la somatostatina en una serie de patologias como:

acromegalia, gigantismo, diarrea, tirotropinoma, entre otras.

La somatostatina también juega un importante rol en la terapia antitumoral,
puesto que al encontrarse su receptor sobreexpresado en la membrana
celular de una serie de tumores -como neuroendocrinos, cerebrales, de
mama, de pulmén- estos son mMAs susceptibles al tratamiento con
somatostatina o sus analogos, lo que termina inhibiendo el crecimiento del

tumor (figura 4) [48, 49].

Se han descrito 5 subtipos del receptor de somatostatina: sstl, sst2, sst3,
sst4, sst5, de los que cabe resaltar la sobreexpresion del receptor sst2 en
muchos tumores neuroendocrinos (NETS), sin embargo, la presencia de
los demas subtipos es basta en los tejidos no tumorales. Tanto el péptido
de 14 aminoacidos como el de 28 muestran afinidad similar por cada
receptor de somatostatina, aunque otros analogos estructurales que se
han desarrollado como el octredtido (sandostatina®), poseen afinidad
variable por los distintos subtipos; en particular esta molécula posee

mayor afinidad por sst2 y sstb.
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Figura 4. Corte histolégico de tumor carcinoide, el cual fue tratado con el
anticuerpo R2-88 para la deteccién inmunohistoquimica del receptor sst2
de somatostatina. El color rojizo de las membranas celulares demuestra la

abundante presencia del receptor en este tejido [48].

Si bien el tetradecapéptido de somatostatina presenta variadas acciones
biolégicas y aparece como un agente antiproliferativo enddégeno, su
potencial oncolégico se ve limitado por la corta vida media que posee
(aproximadamente 3 minutos) [50]. La somatostatina resulta de un extenso
precursor que es degradado por enzimas hasta alcanzar la extension de

28 0 14 aminoécidos, no obstante, en circulacién es altamente susceptible
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a peptidasas y excretado rapidamente tanto por la via renal como por la

via hepato-biliar, lo que reduce rapidamente su actividad (figura 5).
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Figura 5. Estructura SST-14. Las flechas indican los sitios susceptibles a

degradacion enzimética [48].

A partir de las ventajas ya conocidas de este péptido, es que se han
realizado en él una serie de modificaciones con el fin de afiadir nuevas
propiedades y superar la problematica de la baja vida media de la
molécula de somatostatina; ello con el objetivo de realizar avances
cuantitativos tanto en el diagndstico como en la quimioterapia antitumoral.
En la actualidad, el uso de sus analogos estructurales (figura 6) se
encuentra dentro de las terapias farmacoldgicas validadas para emplear

en pacientes e incluso estan disponibles comercialmente. También se

22| C. Diaz



emplea esta hormona marcada con isGtopos radiactivos u otras moléculas
gue permitan detectar a través de técnicas imagenoldgicas la presencia de
algin tumor -0 posibles tumores secundarios metastasicos- que
manifiesten sobreexpresion del receptor de somatostatina, con el

proposito de dar tratamiento mas selectivo.

Figura 6. Estructura de somatostatina-14 (A) y sus analogos estructurales

octredtido (B), lanredtido (C) y vapreotido o RC-160 (D) [48].

Asimismo, investigadores han modificado la estructura de somatostatina o
sus analogos afadiendo a alguno de sus extremos un farmaco

antineoplésico utilizado en la quimioterapia convencional, como por
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ejemplo doxorrubicina o camptotecina [53, 54], aprovechando que una vez
gue esta hormona peptidica interacciona con su receptor el complejo
formado es rapidamente ingresado a la célula y el receptor queda
nuevamente disponible para otra interaccion. Esto permitiria que el
farmaco conjugado, una vez internalizado con el complejo, pueda realizar

Su accion terapéutica en el interior de la célula blanco [55, 56].

A pesar de los adelantos alcanzados, la complejidad de algunas
neoplasias —dada por su progreso o dificil acceso anatomico-, subsiste un
impedimento de realizar cirugias o administrar tratamiento farmacolégico.
Este es el caso por ejemplo de los tumores malignos avanzados y
metastasicos, en que la terapia se ve limitada por la dificultad que conlleva
para muchas moléculas mantenerse en circulacion —ya sea por su
susceptibilidad a la degradacién o escasa biodisponibilidad- y llegar al
tejido diana. Asimismo, ejecutar la extirpacién quirargica se ve
obstaculizada en caso de que el neoplasma se halle en 6rganos vitales o

esté diseminado por varias zonas del organismo.
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PROPUESTA DE INVESTIGACION

En Chile, las muertes por neoplasias representan aproximadamente el
24% de todas las defunciones al afo, alcanzando el segundo lugar de
causas de muerte luego de las enfermedades cardiovasculares y con una
preocupante proyeccion ascendente [57]. Estos antecedentes, generan la
necesidad de efectuar una terapia racional contra el cancer para optimizar
sus resultados y disminuir sus efectos adversos. A raiz de ello, esta
investigacion tuvo como proposito el desarrollo de sistemas
nanotransportadores basados en dendrimeros PAMAM de cuarta
generacion —los que luego de una caracterizacion in vitro e in vivo- fueron

empleados para encapsular moléculas con actividad antineoplasica.

Dendrimeros PAMAM fueron funcionalizados con polietilenglicol de 2000
Da y &cido félico (PAMAM-PEG y PAMAM-FA); este Ultimo a modo de
generar un sistema mucho mas sensible a la expresion de distintas

moléculas que participan en la fisiopatologia del cancer.

Los nuevos nanomateriales generados se caracterizaron estructuralmente
por resonancia magnética nuclear y ademas se analiz6 la sobrevivencia

celular in vitro, con el fin de comprobar que se haya minimizado la
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citotoxicidad asociada a las aminas primarias de PAMAM y descartar que
la funcionalizacion realizada también haya causado muerte celular.

Posteriormente, se efectuaron estudios cinéticos in vivo mediante la
conjugacion de fluoresceina a un porcentaje de las aminas superficiales
de PAMAM-PEG y PAMAM-FA que no fueron funcionalizadas (figura 7);
sistemas generados que se probaron en ratones para analizar en su
circulacion sanguinea la presencia de los dendrimeros marcados a
distintos tiempos utilizando espectrofluorimetria. Esta etapa determiné el
momento en que los PAMAM entran en circulacion y salen de ella en
direccién a distintas zonas de su organismo o para ser excretados. El
propésito de estos ensayos fue analizar el efecto de la modificacidon
superficial de los dendrimeros sobre su cinética plasméatica. Ahi radica la
importancia de caracterizar cualquier sistema con potencial uso clinico,
para conocer el comportamiento que tiene en un organismo vivo y asi
aplicar los nanotransportadores terapéuticamente en la patologia de

acuerdo a su farmacocinética.
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Elaboracién propia

Figura 7. Esquema de sistemas nanotransportadores generados a partir

de la funcionalizacion superficial de PAMAM-G4.

Por otro lado, dado que se ha demostrado la sobreexpresion del receptor
de somatostatina en una amplia gama de tumores, se utiliz6 como base un
analogo estructural de somatostatina-14: Octeo6trido. Dado que esta familia
peptidica posee triptéfano en su cadena, la fluorescencia intrinseca de
este residuo permitié determinar su interaccion con otras especies, a partir
del quenching observado, y que es proporcional a la formacion de

complejos de asociacion.
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En adicion, se agregd el farmaco antiproliferativo metotrexato (MTX) —
antimetabolito analogo estructural del acido félico inhibidor de la enzima
dihidrofolato reductasa- (figura 8) para incrementar el efecto terapéutico y
evaluar cualquier tipo de sinergia entre ambas sustancias. Esto
aprovechando la capacidad antiproliferativa que posee octreotido, la
sobreexpresion de su receptor, y ademas el ingreso de la droga citotoxica
MTX preferentemente en células que vean aumentada su necesidad de

acido folico, como es el caso del tejido tumoral.
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Figura 8. Estructura metotrexato (MTX)

Elaboracién propia
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Terminada la caracterizacion estructural de los nanomateriales
modificados se formaron complejos en distintas composiciones, con
especial énfasis en el uso combinado de las drogas antiproliferativas con
cada uno de los dendrimeros. Estos fueron caracterizados por medio de
espectroscopia de fluorescencia. El quenching del triptéfano confirmé las

interacciones entre las moléculas.

Una vez caracterizado el complejo, los nanotransportadores con el péptido
y metotrexato fueron probados en lineas celulares de cancer —Hela y
PC12-. Se probo el efecto individual y combinado de todos los
componentes bajo estudio. Los niveles de viabilidad celular de los
complejos permitieron concluir la factibilidad de aplicar estos sistemas en
guimioterapia, para progresar en el modelo de estudio, con miras a una

aplicacion clinica mas avanzada.
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HIPOTESIS

La cinética plasmatica de los dendrimeros PAMAM est4 modulada

por su modificacion superficial.

Los nanotransportadores basados en dendrimeros PAMAM al
formar complejos con octredtido y metotrexato, potencian su efecto

antiproliferativo en lineas celulares de cancer.
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OBJETIVO

Desarrollar dos sistemas nanotransportadores basados en PAMAM-G4,
para determinar su cinética plasméatica in vivo y finalmente formar un

complejo con un anélogo de somatostatina y un farmaco citotéxico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Sintetizar y caracterizar el sistema nanotransportador basado en
PAMAM-G4 con polietilenglicol y &cido folico.
ii. Determinar la farmacocinética del nanotransportador en ratones
mediante estudio de su plasma mediante espectrofluorimetria.
iii.  Formar el complejo dendrimero-péptido-farmaco y corroborar su
interaccion.
Ilv.  Analizar la accién citotoxica del complejo in vitro en lineas celulares

de céancer.
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METODOLOGIA

A continuacion, se describe la metodologia general utilizada para alcanzar

los objetivos propuestos por esta investigacion.

Los reactivos empleados fueron adquiridos en Sigma Aldrich®, mientras

que los solventes fueron obtenidos en Merck Millipore®.

Los andlisis por espectroscopia RMN fueron ejecutados en el equipo

Bruker Avance de 400 MHz de la Universidad de Concepcidn.

Los estudios bioldgicos, tanto in vitro como in vivo, fueron realizados en
colaboracion con el Departamento de Fisiologia de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad de Concepcion; quienes poseen todos los
permisos bioéticos pertinentes de acuerdo a la normativa vigente para el

trabajo con animales.
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SINTESIS Y CARACTERIZACION DE SISTEMAS
NANOTRANSPORTADORES BASADOS EN DENDRIMEROS

PAMAM DE CUARTA GENERACION

SINTESIS DE SISTEMA NANOTRANSPORTADOR PAMAM CONJUGADO
CON ACIDO FOLIcO (PAMAM-FA)

En un bal6én de reacciéon con 20 mL de solucién buffer DMSO/HCO3™ (1:1)
fue disuelto FA (0.23 mmol) y posteriormente se afiadieron (0.46 mmol),
EDC  (1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida, 0.46 mmol) vy
trietlamina (TEA, 0.46 mmol), dejandolos bajo agitacion constante a
temperatura ambiente y atmaosfera de nitrégeno durante 1 hora (etapa 1,
figura 9). PAMAM-G4 (7 pumol), fue disuelto en 5 mL de DMSO y luego fue
agregado a la mezcla con el fin de funcionalizar aproximadamente el 50%
de las aminas primarias disponibles en su superficie. La reaccion
transcurrié durante 24 horas bajo las mismas condiciones anteriormente
descritas (etapa 2, figura 9). El producto bruto fue purificado por dialisis en
una membrana de 25 kDa de corte contra agua desionizada. El
dendrimero funcionalizado con acido folico final fue obtenido por
evaporacion del agua en rotavapor y caracterizado por espectroscopia

RMN de *H en D,O.

33| C. Diaz



Etapa 1l

NH, 2

He _No _No _NH
Ho _No _N H Z NF
H 7 NP Y |
H NH A N
o H LU N o N
o ] DMSO/ HCO, NH o
N—OH + 1o NH " HO H
0 " FA [¢] H
0
Ho” O

EDC, TEA 0

N,
q\o
(o]

Etapa 2

[¢]
PAMAM G4 TN ) N
2
N e + OHO
(o]

Figura 9. Esquema de funcionalizacién de PAMAM con acido fdlico.
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SINTESIS DE SISTEMA NANOTRANSPORTADOR PAMAM CONJUGADO

CON POLIETILENGLICOL (PAMAM-PEG)

En un balon se afadio 3.6 mmol de polietilenglicol monometil éter de 2000
Da en 200 mL de Tetrahidrofurano (THF). Posteriormente, se agrego a la
mezcla de reaccion 7.2 mmol de 4-nitrofenil cloroformiato y 7.2 mmol de
TEA, dejando transcurrir la reaccion a temperatura ambiente y agitacion

constante durante tres dias (etapa 1, figura 10). Terminada la sintesis, el
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solvente fue volatilizado y el producto bruto, disuelto en metanol, fue
purificado en una columna sephadex LH-20. Una vez volatilizado el
metanol, el producto final fue caracterizado por RMN de *H, en cloroformo

deuterado (CDCIy).

Obtenido el polietilenglicol activado, dendrimeros poliamidoamina de
cuarta generacion (PAMAM-G4), se funcionalizaron superficialmente en
50% aproximadamente del total de aminas terminales disponibles (etapa
2, figura 10). Para ello se hizo reaccionar en 30 mL de DMSO el
dendrimero PAMAM-G4 (17 pmol) con PEG-4-NFC (1.1 mmol)
previamente preparado, para pegilar 32 aminas de las 64 disponibles. La
reaccion transcurrio cinco dias a temperatura ambiente y agitacion
constante. Una vez finalizada la sintesis, el producto fue purificado por
ultrafiltracién y caracterizado por RMN de 'H, *C, HSQC y COSY en

DMSO deuterado (DMSO-D6) [58].

Etapa 1

35| C. Diaz



Etapa 2
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Figura 10. Esquema de funcionalizacion de PAMAM con PEG-4-NFC.

CONJUGACION DE FITC A PAMAM, PAMAM-FA Y PAMAM-PEG

En un balén de reaccion fueron disueltos 24 pmol de fluoresceina
isotiocianato (FITC) en 10 mL de acetona. Posteriormente, se agreg6 3
pumol de PAMAM disuelto en 10 mL de PBS al balon y se dejé a
temperatura ambiente bajo agitacion constante por 48 horas en oscuridad.
Del mismo modo se procedié con los sistemas funcionalizados con
polietilenglicol y &cido félico (figura 11). El producto bruto fue purificado
por didlisis contra agua desionizada en una membrana de 10.000 MWCO
y recuperado el producto, fue volatilizado el solvente, y se caracterizé por

espectroscopia RMN de *H en D,0.
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Figura 11. Conjugacion FITC a dendrimeros PAMAM.

ESTUDIO DE VIABILIDAD CELULAR DE LOS NANOTRANSPORTADORES

El estudio de viabilidad in vitro fue realizado en cultivos de células HEK-
293 (Human Embryonic Kidney 293 cells) en placas de 96 pocillos en una
solucién del Medio de Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM = 4.5 g L™
glucosa, 2 mmol L™ glutamina, 0.11 g L™ sodio piruvato y Suero bovino
fetal al 10%) mas soluciones de los dos sistemas nanotransportadores
generados: PAMAM-FA, PAMAM-PEG y PAMAM-G4 como sistema de
referencia. Se evaluaron 5 concentraciones de nanotransportadores: 1, 10,
50, 100 y 500 upmol/L con seis repeticiones de cada determinacion
respectivamente. Luego de una incubacién de 24 horas a 37°C y 5% de
CO,, el medio fue reemplazado por uno nuevo y se afadié a cada pocillo

una alicuota del kit Alamarblue, para dejar incubando las células bajo las
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mismas condiciones durante 3 horas mas. Finalmente, se midio la emision
de fluorescencia del compuesto reducido a 580 nm en el equipo NOVOstar
multiplate reader. Se utilizé DMEM como medio de control de
supervivencia celular (C+), mientras que el 0,1% de triton se empleé como
control de muerte celular (C-). La comparacion con los grupos de control
se realizo utilizando la herramienta ANOVA de una manera del software
Origin™ 8.0 con p <0.05 para diferencias significativas entre los grupos

estudiados.

ANALISIS DE LA CINETICA PLASMATICA DE DENDRIMEROS

PAMAM Y EL EFECTO DE SU MODIFICACION SUPERFICIAL

La cuantificacion de dendrimeros funcionalizados en circulacion de
ratones se realizé mediante el andlisis de muestras de plasma a distintos
tiempos. Para medir selectivamente los sistemas nanotransportadores en
sangre, fueron todos marcados fluoresceina isotiocianato (FITC)
aproximadamente al 10% con el fin de seguir la concentracion de
dendrimero por espectrofluorimetria en plasma sanguineo. La molécula de

FITC absorbe a 495 nm y emite a 516 nm, lo que permite evitar
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interferencias de otras sustancias que también emiten fluorescencia como

algunos aminoacidos de las proteinas en circulacion.

Los materiales marcados con FITC se inyectaron en ratones (n = 24, 27-
28 g) con una dosis de 1 umol / kg. La fluorescencia en sangre se midi6 a t
=2, 5, 15, 30, 60 y 120 minutos para PAMAM-G4 y PAMAM-FA, y t = 15,
30, 45, 60, 90, 120 y 180 minutos para PAMAM-PEG. Los animales se
anestesiaron con isoflurano para extraer muestras de sangre y el plasma
se separo de la porcion celular por centrifugacion a 10.000 rpm a 4 ° C. La
sefial FITC de los sobrenadantes se midié a 516 nm en el lector multiplaca
NOVOstar. El grupo de control fue inyectado con solucion salina. Se
empledé un andlisis no-compartimental para estimar los parametros
farmacocinéticos del plasma para los sistemas en estudio, incluida la
constante de velocidad de eliminacion (ke), la vida media del plasma (ty/),
el area bajo la curva de concentracion de plasma en el tiempo de cero a
infinito (AUCy_,.) el area bajo la curva del primer momento de cero a
infinito (AUMCy_...), y el tiempo de residencia medio (MRT). Se emple6 un
ajuste no lineal para obtener los valores de ke y t1, asumiendo una cinética
de primer orden para las fases de eliminacion. El método trapezoidal lineal
extrapolado a infinito se emple6 para obtener AUC(_... y AUMCy_... MRT se
calcul6 a partir de la relacion entre AUCy_... Yy AUMCq_.... Como la fracciéon

de la dosis absorbida (F) era desconocida, el aclaramiento plasmatico (ClI)
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y el volumen de distribucion en estado estacionario (Vss) se expresaron en

funcion de F, utilizando las ecuaciones 1y 2.

Cl D

== (1)

F AUC

V. CIXAUMC
f - AUC (2)

EFECTO DE LA MODIFICACION SUPERFICIAL DE
DENDRIMEROS PAMAM SOBRE EL EFECTO
ANTIPROLIFERATIVO COMBINADO DE OCTREOTIDO Y
METOTREXATO

ESTUDIO DE FLUORESCENCIA ENTRE OCTREOTIDO Y DENDRIMEROS
PAMAM FUNCIONALIZADOS

Con el objetivo de formar complejos con aplicacion farmacoldgica, se
analizé la interacciébn entre los dendrimeros PAMAM modificados,
metotrexato y octedtrido (OCT), analogo estructural del péptido

Somatostatina.

Octeotrido posee fluorescencia intrinseca, debido a la presencia de

triptofano en su cadena aminoacidica. Gracias a ello, fue posible
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determinar la asociacion “anfitrion-huésped” de esta molécula con los
dendrimeros y metotrexato mediante espectroscopia de fluorescencia, a
partir del quenching generado por la formacibn de un complejo
supramolecular. La longitud de onda de excitacion fue 283 nm y la de

emision 350 nm.

Se prepar6 una solucién 5 pmol L™ de OCT para medir su fluorescencia y
posteriormente se titul6 con alicuotas de MTX, PAMAM, PAMAM-FA vy
PAMAM-PEG respectivamente; haciendo un barrido de concentraciones
desde 0.1 pmol L™ hasta 12 pmol L™ para superar el doble de la cantidad
de péptido inicial. Cada solucion de las moléculas en estudio se realiz6 en
5 umol L™ de OCT para mantener la concentracién del péptido constante
en el transcurso del experimento y en todas las soluciones se empled
como solvente agua ultrapura a pH neutro. Se asumié que la

estequiometria asociada es de 1:1 para la elaboracion del experimento.

Se recolecté la emision entre 300 y 420 nm para ver los perfiles de
fluorescencia y posteriormente se evalud el descenso de fluorescencia a
350 nm a medida que se varid la concentracion de los compuestos
deforma creciente. Se estim0 que este descenso es proporcional a la
formacion de complejos, corroborando la interaccion entre OCT vy las

demas moléculas analizadas.
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ANALISIS DE LA ACCION ANTIPROLIFERATIVA DE LOS COMPLEJOS
PAMAM-OCT-MTX IN VITRO EN LINEAS CELULARES DE CANCER

Una vez comprobada la formacion del complejo farmacolégico entre los
sistemas nanotransportadores con octeotrido y metotrexato, fue estudiada
Su accion citotoxica in vitro en cultivos de dos lineas celulares: HelLa y

PC12.

Las células HeLa y PC12 fueron cultivadas en placas de 96 pocillos en
una solucion del Medio de Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM HelLa=
4.5 g L'* glucosa, 2 mmol L™ glutamina, 0.11 g L™ sodio piruvato y FBS al
10%. DMEM PC12=4.5 g L™ glucosa, 2 mmol L™ glutamina, 0.11 g L™
acido ascorbico, FBS al 5%, FHS al 5% y 1% penicilina/estreptomicina).
Dado que el ensayo implicaba incubar por 48 hrs, los experimentos se

hicieron a confluencia inicial del 40% aproximadamente.

En cada pocillo se agregd una alicuota de los distintos complejos a una
concentracién de cada analito de 1 pmol L™, en la combinacién que se
muestra en el esquema inferior en el respectivo medio de cultivo -total de
15 sistemas- haciendo 3 repeticiones de cada grupo por linea celular. Se
incubo 48 hrs a 37°C y 5% de CO,, para luego cambiar el medio por uno
nuevo que contenia el reactivo Alamar blue. Luego de 3 horas extras de

incubacion, se determino la sobrevivencia celular en el equipo NOVOstar
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multiplate reader a 580 nm. EI control de viabilidad (C+) fue células

incubadas solo con medio y el control de muerte celular (C-) fue triton al

0.1%. La comparacion entre los grupos de control y los complejos se

realiz6 utilizando la herramienta ANOVA de una manera del software

Origin™ 8.0 con p <0.05 para diferencias significativas entre los grupos

estudiados.
FARMACO - MTX OCT MTX-OCT
DENDRIMERO COMPLEJOS
- - MTX OCT MTX-OCT
PAMAM 8 PAMAM PAMAM PAMAM PAMAM
= MTX OCT O+M
T
PAMAM-FA S PAMAM-FA PAMAM-FA | PAMAM-FA | PAMAM-FA
5 MTX ocT O+M
PAMAM-PEG PAMAM-PEG PAMAM- PAMAM- PAMAM-
PEG MTX PEG OCT PEG O+M
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los dendrimeros PAMAM modificados con FA y PEG (PAMAM-FA y
PAMAM-PEG) se sintetizaron como nanotransportadores biocompatibles,
con diferente tamafio, carga y funcionalidad de superficie. La
espectroscopia de RMN se emple6 para medir las relaciones de
sustitucién y para verificar la unién covalente de FA y PEG a la superficie
PAMAM. Se llevaron a cabo ensayos de viabilidad celular para confirmar
la reduccién de la citotoxicidad de PAMAM-FA y PAMAM-PEG en
comparacion con el dendrimero sin funcionalizar. La cinética plasmatica in
vivo de los materiales preparados se midio para evaluar el efecto de la
union de FA y PEG en el tiempo de circulacion de la sangre de PAMAM-
G4. Finalmente, para evaluar una terapia combinada, se formaron
complejos farmacolégicos utilizando octredtido —analogo estructural de
somatostatina- y metotrexato; los cuales fueron probados en cultivos de

lineas celulares de cancer para comprobar cualquier efecto sinérgico.
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SINTESIS Y CARACTERIZACION DE LOS SISTEMAS
NANOTRANSPORTADORES BASADOS EN PAMAM-G4 CON

POLIETILENGLICOL Y ACIDO FOLICO.

Basado en la informacién recopilada, se decidid6 que las moléculas que
representaban mejor la  diversidad de  nanotransportadores
funcionalizados, serian polietilenglicol y acido félico. De esta forma se
podria analizar la variacion del tamafio y carga superficial del dendrimero y
como estos cambios afectarian su comportamiento farmacocinético y la

interaccién con las drogas a transportar.

A partir de estudios de espectroscopia RMN se determiné la cantidad de
moléculas promedio covalentemente unidas al dendrimero y con este
antecedente fueron calculadas las masas molares nominales de cada

sistema sintetizado y su carga superficial residual.

En primer lugar, se realizé la caracterizacion estructural del dendrimero
PAMAM de cuarta generacién a través de RMN 'H, para asignar las
sefiales y determinar la mas apropiada de estas para integrar y conocer el

porcentaje de funcionalizacion de manera mas precisa.

En la figura 12 se encuentra el espectro del dendrimero PAMAM sin
funcionalizar y en la tabla 3 la respectiva asignaciéon. En él se observaron

los tripletes caracteristicos de los seis hidrogenos de los metilenos que
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logran diferenciarse entre si en el polimero. La sefial A, representd una
integral equivalente a los 248 hidrégenos de esa posicion, y dado que —
junto con la sefal B- son las Unicas sefiales del dendrimero que no se
verian afectadas por la funcionalizacion alterando su desplazamiento
guimico en el espectro o por cambio en la simetria de la estructura solapar
con otra. Entonces, esta fue escogida como referencia para saber el grado
de conjugacion superficial de PAMAM. Al ser la sefal “A” correspondiente
a un grupo de hidrégenos metilénicos de capas internas del dendrimero,
no se solapd con otras sefiales y aparecid suficientemente separada de
las demas. Ello ha permitido integrar correctamente para hacer la relaciéon
entre cantidad de hidrogenos del dendrimero con respecto a hidrogenos
de los grupos funcionales presentes en las moléculas empleadas en para

las funcionalizaciones.
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Figura 12. Espectro RMN 'H en D,O para PAMAM-G4.

Tabla 3. Asignacién de sefiales e integrales del espectro de 'H para

PAMAM-G4.

H 5 (ppm) INTEGRAL
A 2.34 248.0 *
B 2.55 120.5

C 2.63 128.4

C 2.74 2475

D’ 3.15 126.5

D 3.22 123.9

Elaboracién propia
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FUNCIONALIZACION DE DENDRIMEROS PAMAM CON ACIDO FOLICO

El dendrimero PAMAM fue funcionalizado con acido fdlico para
representar estructuralmente el desarrollo de un nanotransportador capaz

de penetrar en distintos tejidos ayudado por la interaccién con su receptor.

Antes de decidir un porcentaje de funcionalizacion, se realizaron estudios
de viabilidad celular a distintos porcentajes de folato en la superficie del
dendrimero: 25, 50 y 75%; los cuales se compararon con PAMAM de

cuarta generacion nativo como sistema de referencia (figura 13).

Los resultados de sobrevivencia confirman la tendencia de que la
conjugacion de moléculas a la superficie del dendrimero disminuye la
toxicidad causada por las aminas superficiales. Sin embargo, 25% de
funcionalizacién no amortigua suficiente la carga de los PAMAM y el 75%
vuelve el sistema demasiado hidrofébico para ser utilizado en soluciones
acuosas. Por lo tanto, el porcentaje elegido para los estudios posteriores
fue funcionalizar alrededor del 50% de las aminas primarias superficiales

del dendrimero.
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Figura 13. Sobrevivencia celular en células HEK-293 a concentraciones
crecientes de dendrimeros PAMAM-G4 y PAMAM con &cido félico desde
25 al 75%, incubadas por 24 horas y 37°C a 5% CO.. El control negativo
(C-) corresponde a tritbn 0,1% vy el control positivo (C+) a las células
incubadas sélo con medio. Diferencias significativas * p< 0.05 con

respecto a C+.
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En la figura 14 se muestra el espectro RMN *H de PAMAM-FA en D,0 y
en la tabla 4 la respectiva asignacion de cada una de las sefiales de la
estructura final del nuevo sistema. En él, se corrobora la unidon covalente a
PAMAM con la aparicion de las sefales de los hidrogenos aromaticos
caracteristicos del acido folico, los que fueron destacados en la zona
ampliada del espectro de protones. El ensanchamiento de estas sefales
también confirma la conjugacion, puesto que al unirse a una molécula de
mayor tamafio, se ve alterado el tiempo de relajacion de los protones del
folato y provocando esta alteracion reflejada en el espectro. Este efecto y
el solapamiento de algunas sefiales entre el dendrimero y el folato hicieron

imposible integrar todas las sefiales.

El porcentaje de funcionalizacion de este sistema nanotransportador fue
determinado a partir de la relacion entre las integrales de los hidrogenos
metilénicos de PAMAM (sefial A) y los hidroégenos alifaticos del acido folico
(sefiales a y b). El resultado de esta razén reveld que hay en promedio 25
moléculas de folato por dendrimero, lo que implica un porcentaje de

funcionalizacion superficial del 39% aproximadamente.
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Figura 14. Espectro RMN de *H para PAMAM-FA en D0.
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Tabla 4. Asignacién de sefiales e integrales del espectro de 'H para

PAMAM-FA.

H 5 (ppm) INTEGRAL
b 1.74

R L o3 } 101.2
A 2.22 248.0*
B 2.47 -
C 2.68 -

C 2.89 -
D’ 3.17 .

D 3.29 :

3.60 -

f 4.42 32.0
e 6.63 29.5
d 7.54 32.4

| 8.05 -

g 8.47 15.2

Elaboracién propia

52| C. Diaz



FUNCIONALIZACION DE DENDRIMEROS PAMAM CON

POLIETILENGLICOL

La funcionalizacion de dendrimeros PAMAM con polietilenglicol-metil-eter
de 550 y 2000 Da, se llevé a cabo con la finalidad de obtener un sistema
nanotransportador capaz de aumentar su retencion en el organismo —a
causa de su incremento considerable en tamafio y masa- luego de la

funcionalizacion.

En principio y de forma exploratoria, se llevaron a cabo funcionalizaciones
a PAMAM G4 con ambos largos de cadena y abarcando dos porcentajes
de las aminas primarias superficiales: 25 y 50%. Esto con la finalidad de
encontrar el grado de funcionalizacion adecuado para producir un sistema
nanotransportador cuya capacidad de encapsulacibn sea maxima y su

toxicidad minima.

Los estudios de viabilidad celular en células embrionarias de rifion (figura
15), revelaron que los sistemas pegilados al 50% no afectan
significativamente la viabilidad celular en todo el rango de concentraciones
analizado. En adicion, se comprobé un efecto amortiguador de la
citotoxidad a causa del largo de cadena de polietilenglicol, puesto que el
dendrimero PAMAM-PEG de 2000 Da al 25% mostro ser menos citotoxico
a concentraciones bajo 100 puM con respecto a su analogo PAMAM-PEG

de 550 Da.
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Figura 15. Sobrevivencia celular en células HEK-293 a concentraciones
crecientes de dendrimeros PAMAM-G4 pegilados con PEG de 550 y 2000
Da, incubadas por 24 horas y 37°C a 5% CO,. El control negativo (C-)
corresponde a tritdbn 0,1% y el control positivo (C+) a las células incubadas

s6lo con medio. Diferencias significativas * p< 0.05 con respecto a C+.
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Para complementar lo anterior, se realiz6 estudios de encapsulacion de
farmacos poco solubles en solucion acuosa, usando como modelo silibina.
Los resultados sefialaron que la pegilacion triplica la capacidad de carga
del dendrimero. Ademas, la carga de droga aumenta alrededor de un 15%
al utilizar dendrimeros PAMAM con PEG de 2000 Da en su superficie con
respecto al de 550 Da [59]. Al cambiar la droga a metotrexato, este

incremento alcanza el 50% en su capacidad de encapsulacion [60].

A la luz de estos resultados y esperando que el aumento considerable en
tamafno de PAMAM —al funcionalizarlos con PEG de 2000 Da- se obtuviera
mayor permanencia en circulacion y se potenciara el efecto de retencion
de estas macromoléculas (efecto EPR) en las cercanias de un tumor, se
pegilé con este largo de cadena un total de 50% de las aminas disponibles

del dendrimero para ejecutar los estudios siguientes.

En la figura 16 se muestra el espectro RMN de 'H de PAMAM-PEG en
DMSO-d6 y en la tabla 5 su respectiva asignacion para cada uno de los
hidrogenos que logran diferenciarse. Se puede apreciar en singlete
caracteristico de los hidrégenos que componen el metoxilo final de la
cadena de polietilenglicol-metil-eter (sefial E) y la sefial de los hidrégenos
gue forman parte del metileno mas proximo al enlace amida formado entre

PAMAM vy polietilenglicol (sefial G), el cual es el grupo con los hidrégenos
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mas desapantallados del polimero y logran distar lo suficiente de las

demas sefiales como para integrar adecuadamente.

La relacion entre la integral de polietilenglicol y los hidrégenos del metileno
de PAMAM (seflal A) da un numero promedio de 33 cadenas de
polietilenglicol por dendrimero, por lo tanto, el sistema naotransportador

pegilado esté funcionalizado al 52% aproximadamente.

Por ultimo, es posible observar una sefal aldedor de 7.2 ppm, la cual es
distintiva de la formacién del enlace amida entre el carbonato del
polietilenglicol y la amina primaria de PAMAM, corroborando la union

covalente exitosa al dendrimero.
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Figura 16. Espectro RMN de *H para PAMAM-PEG en DMSO-d6.
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Tabla 5. Asignacion de sefiales e integrales del espectro de 'H para

PAMAM-PEG.
H 5 (ppm) INTEGRAL
A 2.21 248.0*
B 2.44 120.7
C 2.68 291.6
D 3.07 427.1
E 3.24 99.5
F 3.47 2300.1
G 4.05 65.4
H 7.20 30.7
| 7.87 121.6

Elaboracién propia
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FUNCIONALIZACION CON DE LOS SISTEMAS PAMAM, PAMAM-FA Y

PAMAM-PEG CON FLUORESCEINA ISOTIOCIANATO

Con el fin de determinar la concentracion de dendrimero en la sangre de
ratones a distintos tiempos, los sistemas sintetizados —una vez purificados
y caracterizados- fueron marcados con fluoresceina isotiocianato al igual
gque PAMAM de cuarta generacion sin funcionalizar, para tener una
referencia del comportamiento base de esta clase de nanomaterial, dado
gue en bibliografia no se encontré algun reporte de datos farmacocinéticos
atribuibles a este sistema. La molécula de FITC permite medir por
espectrofluorimetria dicho parametro, en una zona del espectro visible
donde otras moléculas bioldgicas no emiten fluorescencia, evitando
cualquier interferencia en los resultados experimentales que puedan dar

falsos positivos.

En la figura 17 se encuentran los espectros RMN 'H en D,O de los
compuestos marcados con FITC y en la tabla 6 la asignacion
correspondiente a las sefiales de los hidrégenos de los nuevos
nanomateriales generados. En ellos se observa las sefiales caracteristicas
de fluoresceina en la zona aromatica (zona ampliada del espectro), sin
embargo, dado el nimero reducido de moléculas enlazadas al dendrimero
y el ensanchamiento de las bandas espectrales causadas por esta misma

unién, los picos estan poco definidos.
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La razon de la integral entre las sefiales de los hidrogenos del metileno “A”
de PAMAM vy los hidrégenos aromaticos de FITC dio un promedio de 4
moléculas de fluoresceina por nanotransportador. Este resultado muestra
de igual modo, la reproducibilidad de la reaccion de marcaje en las
condiciones realizadas —con un rendimiento mayor al 50% - y dando por
resultado la misma proporcién de fluoréforo en todos los dendrimeros

generados.

60 | C. Diaz



%\N/\)LE/\/”\Q/

FITC 0 N/\\/NH;

|
H
,_j\,/\_d‘
ctd at+b+e+f
M I U 1TV g
8.0 7.0 6.0
— ~
J/\ PAMAM
c+d a+bref |
al.o I 7lo ' 6.0 J
PAMAM-FA
—J\L&" ctd atb+etf
s;.o | 7.|o | w
PAMAM-PEG
LA L L B B R L B N L L L R R R B N RNLENLEN B L RN B
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0

Elaboracién propia

Figura 17. Espectro RMN 'H de PAMAM, PAMAM-FA y PAMAM-PEG en

D,0O.
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Tabla 6. Asignacion de sefiales e integrales del espectro de 'H para los

dendrimeros PAMAM funcionalizados con FITC.

DENDRIMERO- H o (ppm) INTEGRAL
FITC

A 2.32 248.0*
PAMAM a, b, e f 6.41 24.8
c,d 6.95 16.5
PAMAM-PEG a, b ef 6.56 29.4
c,d 6.93 20.3
PAMAM-FA a,bef 6.45 24.6
c,d 6.93 17.1

Elaboracién propia

Una vez realizadas las caracterizaciones, con los datos de
funcionalizacién obtenida de los espectros RMN, fue confeccionado un
resumen con algunas de sus nuevas caracteristicas. También se agrego el
radio de giro (Rg), como pardmetro calculado por dinamica molecular
dentro de nuestro grupo de investigacion, para cada uno de los PAMAM

sintetizados mas el sistema nativo como referencia.
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Tabla 7. Parametros estimados para PAMAM, PAMAM-FA y PAMAM-PEG
[61].

Ry (R) MM MOLECULAS N° AMINAS CARGA
NOMINAL UNIDAS PRIMARIAS SUPERFICIAL
(g/mol) NOMINAL
PAMAM 20.7£0.3 14215 0 64 +64
PAMAM-FA 19.1+0.2 25240 25 39 +14
PAMAM-PEG  36.4%0.5 60215 33 31 +31

Elaboracién propia

En el compilado de la tabla 7, se observa la variacion de cada nuevo
nanomaterial con respecto a PAMAM. Ambas moléculas variaron en
proporcién la masa molar nominal y sobre todo la carga superficial. El
cambio mas significativo se puede ver con acido félico, dado que no sélo
neutraliza parte de las cargas superficiales, sino que aporta con un grupo

aniénico a la estructura.

Sorpresivamente, para los resultados comparativos de radio de giro de los
sistemas, la funcionalizacion con folato tiende a disminuir el tamafio del
sistema, por la tendencia de la parte mas hidrofébica de esta molécula a
ocultarse dentro del dendrimero. No es un cambio drastico, pero si muy
notable pensando que la masa molar casi se duplica y comparandolo, por
otro lado, con el efecto de las cadenas de polietilenglicol en la superficie

de PAMAM.
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EFECTO DE LA MODIFICACION ESTRUCTURAL DE PAMAM SOBRE LA

VIABILIDAD CELULAR IN VITRO

Los efectos toxicos de los dendrimeros poliamidoamina de cuarta
generacion o superior —debido a su carga policationica- han sido
ampliamente descritos y evaluados in vitro en una serie de lineas
celulares. Por esta razon, se hace necesario aplacar el efecto de la carga
de las aminas primarias superficiales de PAMAM, para aumentar su
biocompatibilidad sin perjudicar sus propiedades como nanotransportador,
con una serie de moléculas que sean inocuas. Para mantener una
encapsulacién de farmacos optima y minimizar la toxicidad, se determiné

gue un porcentaje adecuado de funcionalizacion seria 50%.

La citotoxicidad de PAMAM fue evaluada en un rango de concentraciones
de 1 a 500 pmol L™ usando el ensaydo Alamar Blue en cultivos de células
HEK. En la figura 17 se observa que a concentraciones crecientes de
dendrimeros PAMAM sin funcionaliizar disminuye la viabilidad
significativamente con respecto al control de sobrevivencia celular. Luego
de 24 horas de incubacion, la sobrevivencia celular alcanza el 50% a 50

uM y a 500 uM esta se encuentra por debajo del 25%.

Por otro lado, PAMAM-FA y PAMAM-PEG resultaron no ser toxicos en

todo el rango de estudio en comparaciéon con el control de viabilidad. Esto
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muestra que la modificacion cercana al 50% de las aminas primarias de
PAMAM-G4 disminuye la citotoxicidad asociada a las cargas positivas
significativamente, incluso ante una exposicion de concentracion y tiempo
elevadas. Aunque las moléculas utilizadas para llevar a cabo la
funcionalizaciéon del dendrimero tengan diferente estructura, tamafio y
polaridad, los cultivos celulares no mostraron verse afectados por las
caracteristicas particulares del acido folico —una molécula hidrofébica- o
del polietilenglicol, una molécula hidrofilica que aumenta el tamafio y masa

de PAMAM considerablemente.
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Figura 18. Viabilidad celular (%) en la linea celular HEK para soluciones
de concentracion creciente de PAMAM-G4, FA-PAMAM y PEG-PAMAM
(1-500 pmol L-1). El control de supervivencia fue células incubadas solo
con medio (C +). El control de la muerte celular fue células incubadas con
medio y tritbn al 0,1% (C-). p <0.05 indica diferencias significativas:
* respecto a C+ y # entre PAMAM-FA, PAMAM-PEG y PAMAM-G4 a la

misma concentracion.
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ANALISIS DE LA CINETICA PLASMATICA DE DENDRIMEROS

PAMAM Y EL EFECTO DE SU MODIFICACION SUPERFICIAL

El andlisis de la cinética plasmatica de cada dendrimero fue realizado a
partir de una administracién intraperitoneal de los nanotransportadores
disueltos en suero salino, midiendo su concentracién en sangre a traves

del tiempo.

El modelo no-compartimental fue el empleado en este estudio, pues se
obtienen resultados mucho mas representativos estadisticamente sin
incorporar el concepto de compartimento. Por otro lado, el ajuste a
modelos compartimentales se ve en la mayoria de los casos susceptible a
la percepcion de quien realiza el ajuste y la matematica asociada es muy
compleja. En adicion, cuando se tiene un grupo de estudio diverso, como
es el caso de los nanomateriales funcionalizados en esta investigacion,
resulta dificil aplicar un mismo ajuste cinético para hacer una comparacion

objetiva.

Ante lo anterior, los dendrimeros PAMAM como referencia y PAMAM-FA y
PAMAM-PEG, se analizaron asumiendo una cinética de primer orden y se
estimaron todos los parametros farmacocinéticos a partir del modelo no-

compartimental usando el método trapezoidal.
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PAMAM y PAMAM-FA mostraron una absorcion y eliminacion muy rapida
en el torrente sanguineo (figura 19 A y B), presentando ambos su
concentracion maxima en la sangre a los 5 minutos post inyeccion

(PAMAM 1.14 + 0.10 pmol L, PAMAM-FA 2.74 + 0.12 pumol LY.

Por otra parte, PAMAM-PEG (figura 19 C) mostré una absorcion y
eliminacién del plasma mucho mas lenta con respecto a los otros
sistemas. La concentracion maxima fue a los 60 minutos luego de la
inyeccioén y fue ademas la mas alta (4.08 + 0.53 umol L™) a pesar de que
las dosis fueron iguales para todos los dendrimeros en estudio. Con esto
se observa una tendencia de que el aumento en la masa molar de los
dendrimeros a raiz de la funcionalizacion aumentaria su biodisponibilidad

en la sangre.

La variacién in vivo en la concentracion plasmatica con respecto al tiempo
de PAMAM-G4, PAMAM-FA y PAMA-PEG después de la administracion

extravasal (intraperitoneal) se muestra en la figura 19.
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Figura 19. Diagrama de concentraciéon en pmolL™ de dendrimeros
PAMAM (A), PAMAM-FA (B) y PAMAM-PEG (C) marcados con FITC por

unidad de tiempo (min).
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Tabla 8. Parametros de farmacocinética no-compartimental calculados
para PAMAM, PAMAM-FA y PAMAM-PEG luego de una inyeccion i.p. a

ratones wild type [61].

) SISTEMA
PARAMETRO
PAMAM FA-PAMAM PEG-PAMAM
Crmax (Mg mL™) 0.0162 + 0.0014 0.0685+0.0030  0.318+0.031
Cax (umol L) 1.14 + 0.10 2.74+0.12 4.08 + 0.53
ke (Min™) 0.0130+0.00052 0.0174+0.0044 0.00966+0.00088
t 1, (min) 53.5 38.8 71.7
AUCq_,«
_ 1 1.28 4.63 41.3
(mg min mL™)
AUMCy_,»
R 98 340 5488
(mg min“ mL™)
MRT (min) 77.6 73.5 133.0
Cl/F 0.334 0.164 0.0569
Vss/F 25.9 12.0 7.6

Elaboracién propia

En los estudios de cinética de plasma, las diferencias estructurales y de
tamafo entre los sistemas PAMAM modificados en la superficie se
hicieron mas evidentes, ya que el sistema PAMAM-PEG exhibi6 el tiempo

de circulacion sanguinea mas prolongado y la Cmax mas alta en el
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torrente sanguineo en comparacion con los sistemas PAMAM-G4 vy
PAMAM-FA. Segun la data experimental la vida media disminuyé de 53.3
minutos en PAMAM-G4 a 41.8 minutos en PAMAM-FA, mientras que en
PAMAM-PEG se extendiéo a 71.7 minutos; lo que representa un aumento
de 1.7 veces en comparacion con el dendrimero sin funcionalizar. Estos
resultados revelan que las sustituciones con folato y polietilenglicol ejercen
efectos opuestos sobre los tiempos de residencia de los nanomateriales
en estudio, a pesar de que ambas sustituciones aumentan la masa molar

de PAMAM-G4 en un grado significativo (Tabla 7).

Las estimaciones de Rg, realizadas en nuestro grupo de investigacion y
discutidas en el capitulo anterior, sugieren que las tendencias
experimentales observadas en los parametros Ke, ti, ¥y MRT estan
asociadas al tamafio de los sistemas en estudio, ya que las
macromoléculas mas pequefias exhiben perfiles de absorcion-eliminaciéon
mas rapidos. Esto puede estar relacionado con una permeabilidad de
membrana menos efectiva para sistemas mas grandes, lo que lleva a un

aumento de los tiempos de residencia en el plasma.

Ademas del tamafo, las diferentes propiedades cinéticas del plasma de
los dendrimeros pueden estar interrelacionadas con las caracteristicas
inherentes de los grupos unidos a la superficie del dendrimero, como la

carga y la hidrofobicidad. El aclaramiento mas rapido (CI/F) y el mayor
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volumen de distribucion (Vss/F) de PAMAM en comparacion con los
derivados de FA y PEG se pueden explicar en términos de una asociacion
electrostatica favorable entre los grupos amino terminales protonados de
PAMAM vy las distintas membranas celulares. En el caso de PAMAM-FA,
la incorporacion de grupos de cobertura anionicos enmascara
parcialmente las cargas superficiales de PAMAM, lo que dificulta el
potencial de una rapida unién vascular. Ademas, la conjugacion de acido
félico aumenta el caracter lipdfilo de la superficie de PAMAM, que puede
asociarse con un aclaramiento reducido en comparacion con los

dendrimeros no funcionalizados.

La funcionalizacion con FA también proporciona a PAMAM la capacidad
de interactuar con los receptores de folato presentes en todo el cuerpo,
como se inform6 anteriormente en estudios de internalizacion de
dendrimeros PAMAM funcionalizados con FA en células KB que
sobreexpresan este receptor. A pesar de que tanto PAMAM como
PAMAM-FA podrian ser internalizados, sus mecanismos de internalizacion
pueden diferir, ya que existe evidencia de que ambos nanomateriales
estan asociados con endocitosis mediada por clatrina, pero PAMAM-FA
también se internaliza mediante endocitosis mediada por caveolina [25].
Por lo tanto, los diferentes mecanismos de carga, hidrofobicidad e

internalizacion celular pueden estar relacionados con el cambio en los
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valores de Cmax, CI/F y Vss/F de PAMAM en comparacion con PAMAM-
FA.

Con respecto al sistema PAMAM-PEG, la funcionalizacién de la superficie
con grandes restos hidréfilos confiere a los dendrimeros propiedades
inertes, no inmunogénicas y no antigénicas, junto con un aumento
significativo de la solubilidad en agua, que resulta en una disminucion de
la absorcion de macrofagos, higado y bazo, y mejora la circulacién
sistémica, la biodistribucién y la farmacocinética en comparacién con el

PAMAM nativo [62].

Conjuntamente, la barrera hidrofilica de PEG proporciona a PAMAM una
capa de solvatacion de agua que evita la biodegradacion in vivo del
nanomaterial, lo que reduce la tasa de eliminacion del cuerpo. En efecto,
los resultados comparativos obtenidos para PAMAM-FA y PAMAM-PEG
sugieren que el sistema pegilado es un mejor candidato de
nanotransportador en términos de un sistema de administracion de

farmacos mas controlado y de accién prolongada.
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EFECTO DE LA MODIFICACION SUPERFICIAL DE
DENDRIMEROS PAMAM SOBRE EL EFECTO
ANTIPROLIFERATIVO COMBINADO DE OCTREOTIDO Y
METOTREXATO

ESTUDIO DE FLUORESCENCIA ENTRE OCTREOTIDO Y DENDRIMEROS
PAMAM FUNCIONALIZADOS

Una vez caracterizados los nanotransportadores, se avanz0 hacia la
formacion de los complejos farmacos-dendrimero y se evaluaron sus
interacciones, para comprender mejor cualquier efecto sinérgico que
pudiese existir en el efecto antiproliferativo de las drogas estudiadas,

beneficiando aiin mas la aplicacion terapéutica.

Dentro de los componentes que formaron los complejos solo octreétido
posee fluorescencia. Esto se debe a la presencia de triptéfano en su
cadena peptidica, el cual fluoresce con gran rendimiento cuantico en la
zona del ultravioleta. En efecto, la capacidad de determinar interaccion
mediante quenching de fluorescencia entre la mayoria de las proteinas y

sus ligandos naturales es gracias a la presencia de este aminoéacido.

Para mejor visualizacion de la interaccion fueron graficados tanto los
espectros de fluorescencia realizados durante la titulacion de MTX,

PAMAM, PAMAM-FA y PAMAM-PEG a la soluciébn de octreétido y el
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descenso de fluorescencia en el peak de emision (AF a 350 nm) contra el
aumento de concentracion de las sustancias tituladas. Se asume que al
unirse el péptido a cualquiera de las otras moléculas, forma un complejo
estable, o que se traduce en una disminucion de la intensidad de la
fluorescencia. Mientras mas fuerte sea esa interaccion y a medida que
mas octedtrido se une al farmaco o a los dendrimeros el quenching

observado es mayor.

En primer lugar se estudio la interaccion entre OCT y MTX, asumiendo
que la estequiometria era 1:1. Comprobando la interaccion entre ambos en
primer lugar se podria prescindir de evaluar el mismo quenching entre los
dendrimeros y el farmaco (dado que ninguno de ellos fluorescen lo
suficiente como para realizar un estudio de este tipo) y ya es conocida la

encapsulacion de MTX al interior de los PAMAM [34, 60].

Como se observa en la figura 20, a medida que se aumenta la
concentracion de MTX, se observa descender la emision de octeotrido,
confirmando la interaccion entre ellos. Es probable que este complejo se
vea favorecido por la presencia de los residuos basicos presentes en la
cadena peptidica, cargados positivamente a pH cercano al neutro al cual
se realiz6 el experimento, disponibles para interactuar con los dos grupos
carboxilatos de MTX. No obstante, no seria suficientemente fuerte como

para alcanzar una tendencia cercana al cero de fluorescencia. Esto podria
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ser a raiz de la conformacidbn que posee octeoétrido, con un puente
disulfuro que lo transforma en una especie de loop, dejando a un lado sus
cargas positivas y en otro los residuos mas apolares (como triptéfano y
fenilalanina) y limitando —por ende- su interaccion con MTX a una zona

mas acotada.
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Figura 20. Quenching de fluorescencia de octredtido por interaccion con
metotrexato. En la parte superior los espectros de fluorescencia
superpuestos; en la parte inferior el descenso de fluorescencia a 350 nm

versus concentracion de MTX.
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Posteriormente se formaron los complejos con los dendrimeros PAMAM
como referencia y PAMAM-FA y PAMAM-PEG para ver el efecto de la
funcionalizacion en la encapsulacion. Ya que se confirmo6 que octedotrido y
metotrexato, este andlisis se centrd sélo en el quenching causado por los

PAMAM al péptido.

En primer lugar se tituld octeétrido con PAMAM sin funcionalizar (figura
21). Al sobrepasar la concentracion del péptido no se observaron
diferencias significativas en los espectros de fluorescencia obtenidos. Al
analizar el descenso neto a 350 nm a las distintas concentraciones de
dendrimero se ve que esta grafica es practicamente asintota al eje X, por
lo tanto, no es posible confirmar la formacion de un complejo entre estas

especies.

Probablemente, este resultado se deba a la repulsibn entre ambas
especies, pues al pH trabajado tanto los residuos basicos de OCT como
PAMAM se encontraban mayormente protonados. Por consiguiente, los
dos como cationes generaron repulsién, impidiendo la posible

encapsulaciéon o formacién de complejos supramoleculares.
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Figura 21. Quenching de fluorescencia de octreétido por interaccion con
PAMAM. En la parte superior los espectros de fluorescencia superpuestos;
en la parte inferior el descenso de fluorescencia a 350 nm versus

concentracion de PAMAM.
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En cuanto a OCT con PAMAM-FA, este estudio fue el que mostr6 la mayor
disminucion en la fluorescencia (figura 22), la cual bajo mas de un 75%

llegando a menos de 100 mil unidades al final de la titulacion.

Como toda funcionalizacion, conjugar acido folico a la superficie de
PAMAM disminuye las cargas positivas superficiales, reduciendo
asimismo la repulsion con los grupos catidnicos del péptido. Ademas, al
igual que metotrexato, la molécula de folato aporta con grupos anidnicos;
observandose una interaccion similar a la que existio entre OCT y el
farmaco pero a mayor escala por los 25 folatos en la periferia del

dendrimero.

En ese sentido, al presentarse entre este par de compuestos una de las
interacciones no covalentes mas fuertes, el descenso en la fluorescencia a
medida que se formaba el complejo fue el mas drastico de todos. Por otro
lado, es posible que haya mas de un sitio de interaccion con el péptido, a
raiz de la presencia de grupos hidrofébicos disponibles para acercarse en
ambas moléculas; y no se descarta la factibilidad de que exista

encapsulaciéon de octeétrido entre las ramas de PAMAM.
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Figura 22. Quenching de fluorescencia de octredtido por interaccion con
PAMAM-FA. En la parte superior los espectros de fluorescencia
superpuestos; en la parte inferior el descenso de fluorescencia a 350 nm

versus concentracion de PAMAM-FA.
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El dltimo analisis se llevo a cabo entre el dendrimero pegilado y octreétido
(figura 23). Se observo un descenso en la fluorescencia cercano al 25%

corroborando la interaccion entre ambas moléculas.

En este caso, la funcionalizacibn con polietilenglicol también tiene un
efecto neutralizador de las cargas positivas superficiales de PAMAM,
favoreciendo la formacién del complejo con el péptido. No obstante, las
cadenas de PEG aportan con grupos polares de gran extension, los que
pueden interactuar con octreotido y retenerlo entre sus cadenas pero no
con la misma fuerza que la interaccion electrostatica producida con

PAMAM-FA.

La pegilacion aumenta considerablemente el tamafio del dendrimero, lo
gue también podria afectar la estequiometria del complejo, favoreciendo la

encapsulaciéon de mas de una molécula de OCT.

En contraste, independientemente de la fuerza de la interaccion —ya sea
con PAMAM-FA o PAMAM-PEG- soOlo los estudios celulares in vitro
determinaran qué tipo de unién es mas beneficiosa para los complejos y si
se produce o no sinergia del efecto antiproliferativo que ya tienen

octredtido y metotrexato por si mismos.
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Figura 23. Quenching de fluorescencia de octreétido por interaccion con
PAMAM-PEG. En la parte superior los espectros de fluorescencia, en la
parte inferior el descenso de fluorescencia a 350 nm versus concentracion

de PAMAM-PEG.
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ACCION ANTIPROLIFERATIVA DE LOS COMPLEJOS PAMAM-OCT-MTX
IN VITRO EN LINEAS CELULARES DE CANCER

Avanzando en esta investigacion en la busqueda de la generacion de
complejos dendrimero-farmaco-péptido con aplicacion en la quimioterapia
contra el cancer, una vez comprobada la interaccion entre las distintas
moléculas en estudio, se comprob6 su accién antiproliferativa in vitro en

cultivos celulares de HeLa y PC12.

Como parte del disefio experimental, se consider6 el mecanismo de
accion tanto del metotrexato como de octeotrido. Ambas sustancias
inhiben la proliferacion celular, sin embargo, el efecto es notorio cuando
las células entran en el proceso de mitosis. Ante esto, se procedid a
confluencias iniciales de los cultivos no mayores al 40% y se incubé por 48

horas para evidenciar alguna respuesta.

Por otro lado, la eleccion de las lineas celulares se hizo teniendo en
cuenta un origen “inmortal”’. En primer lugar, las células Hela fueron las
primeras en usarse en cultivos, provenientes de cancer cérvico-uterino,
son reconocidas por su amplio uso en estudios relacionados a los
mecanismos Yy tratamiento de distintas neoplasias. Las PC12 en cambio,
son células de feocromocitoma de médula adrenal de rata, una linea

representante de un tumor neuroendocrino y modelo de estudio
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actualmente no solo de diferenciacion neuronal, sino de posible blanco de
terapia. El receptor de somatostatina, tal como ya se describié en la
revision previa, se encuentra altamente expresado en este tipo de tejidos
cancerosos (tabla 2), por lo tanto, resultaba muy adecuada para los

estudios.

Para conocer posibles efectos sinérgicos, se estudié cada uno de los
elementos que formarian parte del complejo por si solos, luego en parejas
y finalmente el trio dendrimero-droga-péptido, distribuido por

nanotransportador y ademas por linea celular utilizada.

Coherentemente con el primer estudio de sobrevivencia realizado para los
nanomateriales, estos mostraron no afectar la viabilidad celular en ambas
lineas (figura 24 y 25) al ser comparados con el control positivo, incluso
ante una exposicion prolongada de 48 hrs. Sorprendentemente, PAMAM
sin funcionalizar tampoco mostro citotoxicidad, lo cual se relaciona con la
concentracién usada; 1 umol L™ final de cada compuesto en el pocillo. Se
ha reportado que para la cuarta generacibn de dendrimeros

poliamidoamina no hay dafio celular a concentraciones tan bajas.

Asimismo, ni metotrexato u octeétrido por si solos 0 en mezcla, mostraron
afectar la sobrevivencia, lo que en principio no formaba parte de lo

esperado, a pesar de tomar las precauciones con respecto a dar las
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condiciones para que al menos una division celular ocurriera, y asi lograr

visualizar mejor cualquier accion de las drogas.

El dendrimero PAMAM nativo, en adicion, demostr6 que complejado con
ninguna droga tiene efectos relevantes en la viabilidad celular de ninguno
de los cultivos estudiados (figura 24 y 25). Con metotrexato mostro afectar
muy levemente la sobrevivencia, lo cual se relaciona con que esta droga
se ha comprobado que se encapsula en PAMAM; no obstante, esto es

demasiado minimo para ser considerado un resultado auspicioso.

En gran parte estos antecedentes se complementan con la incapacidad
del péptido para interaccionar adecuadamente con el dendrimero sin
funcionalizar por la repulsion de cargas cationicas, lo cual se demostro en
gran medida anteriormente con el estudio de fluorescencia. Por otro lado,
para que se vea un mejor efecto antiproliferativo es necesario que el
complejo permanezca en el medio extracelular para su interaccién con la
membrana, sin embargo, como se ha comentado previamente a razén de
la gran concentracion de cargas positivas los PAMAM son rapidamente

internalizados por las células.

Con respecto a los estudios realizados en las células Hela (figura 23), se
observa que los complejos entre las drogas con PAMAM-FA y PAMAM-
PEG, tienen el efecto mas notable sobre la viabilidad celular; de los cuales

este ultimo mostro tener los mejores resultados.
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Figura 24. Viabilidad (%) células HelLa para soluciones de concentracion

1pmol L' PAMAM-G4, FA-PAMA, PEG-PAMAM, octreétido y metotrexato.
El control de supervivencia fue células incubadas solo con medio (C +). El
control de la muerte celular fue células incubadas con medio y triton al
0,1% (C-). * p <0.05 indica diferencias significativas con respecto a C+.
(G4: PAMAM; OCT: octrettido; MTX: metotrexato; O+M: OCT+MTX; FA:
PAMAM-FA; PEG: PAMAM-PEG; G4 OM: PAMAM+OCT+MTX; G4 O:
PAMAM+OCT,; G4 M: PAMAM+MTX; FA OM: PAMAM-FA+OCT+MTX; FA O:

PAMAM-FA+OCT; PEG M: PAMAM-PEG+MTX, PEG OM: PAMAM-

PEG+OCT+MTX; PEG O: PAMAM-PEG+OCT; FA M: PAMAM-FA+MTX
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En ambos dendrimeros funcionalizados, los complejos con OCT y MTX
demostraron causar mayor inhibicion de la proliferacion celular con
respecto a su accion sin nanotransportador. Esto podria indicar que las
drogas se encuentran protegidas de la degradacion en el medio y su
accion es mas prolongada en el tiempo por mediacion de los PAMAM

modificados.

En cuanto a los estudios realizados en células PC12 (figura 24), se
aprecia que los complejos con PAMAM-FA y PAMAM-PEG son los que
potencian més el efecto citotoxico. Ademas, con sorpresa se observo que
el efecto mas potente fue el que contenia metotrexato en todos los
nanotransportadores. Justamente, el complejo de dendrimero PAMAM-FA
con metotrexato tuvo el efecto mas pronunciado. Esto podria ser indicio de
la presencia de receptores de acido folico en esta linea celular mas que en
Hela, dado que tanto metotrexato como el dendrimero sustituido con folato

interaccionan con dicho receptor [63].
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Figura 25. Viabilidad (%) en ceélulas PC12 para soluciones de

concentracién 1pmol L* PAMAM-G4, FA-PAMA, PEG-PAMAM, octreétido
y metotrexato. El control de supervivencia fue células incubadas solo con
medio (C +). El control de la muerte celular fue células incubadas con
medio y triton al 0,1% (C-). * p <0.05 indica diferencias significativas con
respecto a C+.

(G4: PAMAM; OCT: octrettido; MTX: metotrexato; O+M: OCT+MTX; FA:
PAMAM-FA; PEG: PAMAM-PEG; G4 OM: PAMAM+OCT+MTX; G4 O:
PAMAM+OCT; G4 M: PAMAM+MTX; FA OM: PAMAM-FA+OCT+MTX; FA O:

PAMAM-FA+OCT; PEG M: PAMAM-PEG+MTX, PEG OM: PAMAM-

PEG+OCT+MTX; PEG O: PAMAM-PEG+OCT; FA M: PAMAM-FA+MTX).
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PAMAM-PEG tuvo mayor eficacia al ser empleado como complejo con
ambas moléculas: metotrexato y octeodtrido. Lo que reafirma que este
sistema aporta notablemente a la accion prolongada de las drogas
potenciando su efecto. Es de esperar entonces, evidenciar resultados aun
mas potentes en concentraciones mas elevadas y a tiempos de exposicion

mas prolongados.

Otros estudios revelaron accion citotoxica a concentraciones elevadas de
farmacos [63], en contraste, en este estudio se ven efectos a
concentraciones muy bajas (1 uM). En adicién, a pesar de generar todas
las condiciones experimentales para ver alguna baja en la viabilidad luego
de 48 hrs, las drogas por si solas confirman que su dosis letal media es
mayor que la necesaria en caso de formar complejos con dendrimeros
PAMAM funcionalizados, confirmando la sinergia de los complejos

antiproliferativos.
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La selectividad de la terapia —basada en moléculas que se sobreexpresen
en el tejido tumoral- y el aislamiento de moléculas que puedan ser dafinas
para las células sanas empleando nanotransportadores, se vislumbra
como una alternativa que supere los inconvenientes de la terapia

convencional contra el cancer.

Los resultados de esta investigacion sin duda avanzaron con esa premisa,
logrando demostrar auspiciosamente beneficiosos efectos, no sélo de la
terapia combinada de drogas- sino que ademas que el uso de
dendrimeros PAMAM funcionalizados aportan al efecto antiproliferativo,

sin causar por si mismos dafio en células sanas.

Ademas, en la linea de modular la cinética plasmatica de moléculas
pequefias, susceptibles a degradacion en circulacion o a rapida
eliminacién del organismo, se vio que PAMAM-PEG alcanz6 aumentar
notablemente su permanencia en la sangre. Esto aseguraria alcanzar
efectos esperados de las drogas en su tejido diana, que sin la
funcionalizacion no se observarian en los dendrimeros y mucho menos

aun en los farmacos libres.
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CONCLUSIONES

Los dendrimeros funcionalizados basados en PAMAM de cuarta
generacion, fueron exitosamente caracterizados con acido félico y
polietilenglicol, alcanzando un grado de conjugacion del 39 y 52%
respectivamente. Analogamente, el marcaje con fluoresceina dio lugar a la
union de 4 moléculas por dendrimero en todos los sistemas, lo que

demuestra la reproducibilidad de este método.

Tanto PAMAM-FA como PAMAM-PEG demostraron disminuir al minimo la
citotoxicidad que posee PAMAM nativo a pesar de que las células fueron
expuestas a largos tiempos y altas concentraciones de los nanomateriales,
por lo cual el porcentaje de funcionalizacion fue el adecuado para el

estudio.

Con respecto a los estudios farmacocinéticos, se determind una
dependencia de la vida media de los sistemas en circulacion con su
tamanfo, lo cual era altamente esperable. Por ello, PAMAM-PEG exhibio
los mejores tiempos de permanencia y biodisponibilidad en sangre; esto lo
perfila como un gran candidato para ser un nanotrasportador de liberacion

controlada, pudiendo modular los tiempos de vida media de metotrexato y
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octedtrido hacia periodos mucho mas largos para mejorar su uso en

guimioterapia.

En los analisis de la formacion de complejos, se comprobdé la interacciéon
de octedtrido tanto con metotrexato como con los dendrimeros
funcionalizados, siendo PAMAM-FA el que causa la interaccion mas
fuerte. En contraste, PAMAM nativo no dio sefiales de complejar el
péptido, lo cual se relacionaria a la repulsién electrostatica entre ambas

moléculas cargadas positivamente bajo las condiciones experimentales.

Con respecto al analisis de los complejos con posible aplicacion
farmacologica, tanto en Hela como en PC12, los dendrimeros mostraron
no ser citotoxicos. Por otro lado, ni metotrexato ni el péptido por si solos 0
en conjunto mostraron efectos antiproliferativos. En este sentido, PAMAM
no formo ninglin complejo y en consecuencia tampoco se obtuvo con este

sistema efectos antiproliferativos en las células estudiadas.

PAMAM-FA y PAMAM-PEG al interactuar con el péptido y metotrexato,
mostraron en ambas lineas celulares disminuir notablemente la
proliferacion celular a pesar de la baja concentracion usada de los
complejos. Este resultado es altamente auspicioso, sobre todo
considerando que ninguna molécula actuando por si sola demostré tener

efecto antiproliferativo.
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Finalmente, con este estudio se concluye que PAMAM-FA y PAMAM-
PEG, son capaces de ser nanotransportadores viables para la terapia
anticancerigena, potenciando el efecto de antiproliferativos como
octedtrido y metotrexato. Particularmente PAMAM-PEG, que tuvo los
efectos mas notables y mostro los tiempos de permanencia en circulacion
mas elevados, es candidato indiscutido para avanzar en mejoramientos
gue le permitan avanzar ain mas en el desarrollo de una terapia racional

contra enfermedades como el cancer.
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