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Abreviaturas y acréonimos

AFM Atomic Force Microscopy

6 Desplazamiento quimico

Boc Tert-butoxycarbonyl!

BTEAC Cloruro de amonio trietilbencilico

°C Grados Celsius

CMC Constante Micelar Critica

CME Endocitosis Mediada por Clatrina
CuAAC Cu(l)-Catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
dd Doble doblete

DLS Dynamic Light Scattering

DMF N,N-dimetilformamida

DSC N,N-disuccinimidil carbonate

EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide
EPR Enhanced Permeation and Retention
ESI Electrospray ionization

FBS Fetal Bovine Serum

FDA Food and Drug Administration

FRET Fluorescence resonance energy transfer
GATG Gallic Acid Triethylene Glycol

H Hora

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol

Hz Hertz

IR Infrarrojo

J Constante de acoplamiento

K Kelvin

KDa KiloDalton

LALLS Low Angle Laser Light Scattering

m Multiplete

MALDI Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
min Minuto

MWCO Molecular Weight Cut Off

NP Nanoparticula

PBS Phosphate Buffer Saline

PEG Poly(ethylenglycol)

PIC Polylon Complex

P(Asp) Polylaspartic acid

PLL Poly-L-lysine

ppm Partes por millén

RMN Resonancia Magnética Nuclear

s Singulete

sa Singulete ancho

t Triplete

TOF Time of flight
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t.a.
UV-Vis

Temperatura ambiente
Ultravioleta-Visible
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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

El desarrollo de nanoestructuras poliméricas biocompatibles y con
aplicaciones biomédicas ha despertado el interés de la comunidad cientifica en las
ultimas décadas. Como consecuencia de esto, se han empleado gran diversidad de
compuestos: polisacaridos, acidos nucleicos, péptidos, polimeros lineales, dendrimeros,
etc. para construir nuevas plataformas con propiedades mejoradas, como incremento
en la solubilidad, aparicién de multivalencia, aumento de la estabilidad... Se detallan a
continuacion las caracteristicas principales de algunos de estos nuevos materiales.

1.1 Dendrimeros

Los dendrimeros (del griego ‘dendron’- arbol) son polimeros que se
caracterizan por ser altamente ramificados, pero a su vez monodispersos. La
arquitectura en la que se disponen es una estructura topolégica muy extendida en la
Naturaleza, puede observarse tanto en sistemas abidticos (rayos, cristales de nieve,
etc.) como en estructuras bioldgicas (raices de las plantas, sistemas vasculatorios,
neuronas).

Los dendrimeros se caracterizan por tener un nucleo central o ‘core’ del que
crecen las distintas unidades ramificadas o ‘dendrones’, como se muestra en la Figura
1. La generacion viene dada por el nimero de puntos de ramificacion desde el ntcleo a
la periferia. Estas unidades ramificadas estan perfectamente definidas, y no son una
distribucién probabilistica, como sucede en el caso de polimeros ramificados. Esta
diferencia se debe al método de sintesis de los dendrimeros, que consta de procesos
consecutivos de activacién y crecimiento, con lo que se consigue la formacién
controlada de nuevos enlaces.

outershell core

branch unit

@ hollowed @

innershell

divergent point
terminal group

generation 1

- generation 2

Figura 1: Esquema de la estructura de un dendrimero.

Existen dos métodos generales en la sintesis de dendrimeros, la ruta
divergente y la ruta convergente. La primera en utilizarse fue la ruta divergente,
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empleada en 1978 por Vogtle y colaboradores,' en la que se empieza la sintesis desde
el nucleo hacia la periferia. Tiene como inconveniente la dificil purificacion de los
productos, en caso de conversidn incompleta, por ser éstos muy semejantes en
polaridad, tamafio y masa molecular. Por tanto, se necesitan rendimientos
cuantitativos para obtener un dendrimero monodisperso.

En el caso de la sintesis convergente, que se realizé por primera vez en 1990
por Fréchet vy colaboradores?, la estrategia a seguir es la opuesta, es decir, se
construyen las unidades ramificadas y posteriormente se unen al nucleo o ‘core’. Este
método permite mejorar la purificacion de los productos, sin embargo, debido a
impedimentos estéricos no pueden sintetizarse dendrimeros de elevadas generaciones
siguiendo este método. Por estos motivos, ambas rutas han de utilizarse de manera
complementaria segun el objetivo perseguido.

La estructura dendritica fue estudiada por primera vez en 1983 por De Gennes
y Hervet?, mediante un estudio tedrico computacional. Este estudio se basé en el
hecho de que el nUmero de ramas en un dendrimero se incrementa exponencialmente
con el nimero de generaciones, mientras que el radio del dendrimero se incrementa
sélo linealmente. En resumen, este estudio concluyé que los dendrimeros han de tener
densidades menores en el centro que en la superficie. Sin embargo, posteriormente
Lescanec vy Muthukuman® formularon otro estudio en el gue aseguraban que el
maximo de densidad se encuentra en el centro de la molécula, contrariamente a lo
afirmado por De Gennes y Hervet. A partir de entonces, diversos estudios
experimentales han demostrado la teoria formulada con Lescanec y Muthukuman era
la correcta. Por ejemplo, este grupo de investigacién® realizé un estudio de este tipo,
empleando polietilenglicol (PEG) en el copolimero dendritico, que concluye que estos
dendrimeros presentan un nucleo compacto y con mayor densidad que los grupos
terminales, situados en la periferia. Para esta determinacion se midieron los tiempos
de relajacién T, y T, mediante RMN.

1.2 Micelas poliméricas

Una micela puede definirse como la autoasociacidon de moléculas que poseen
caracteristicas antagonistas: hidrofdbicas, causadas por grupos arilo o alquilo; e
hidrofilicas, debidas a grupos polares, que pueden ser de naturaleza iénica o no idnica.
Como consecuencia de esto, cuando se encuentran en disolucidon se produce una
reorganizacidn cooperativa para minimizar contactos desfavorables entre la parte
hidrofébica e hidrofilica, que tiene como resultado la formacién de una micela. Al

! Buhleier, E.; Wehner, W.; Vogtle, F. Synthesis 1978, 2, 155.

2 Hawker, C.; Fréchet, J. M. J. J. Chem. Soc., Chem. Commun.1990, 1010-1013.

’De Gennes, P. G.; Hervet, H. J. Phys., Lett. 1983, 44, 351.

4 Lescanec, R. L.; Muthukumar, M. Macromolecules 1990, 23, 2280.

> Fernandez-Megia, E.; Correa, J.; Riguera, R. Biomacromolecules, 2006, 7, 3104-3111.
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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

mismo tiempo, se consigue maximizar los contactos entre moléculas de disolvente en
el exterior de la micela, lo cual conlleva una ganancia entrépica favorable. Para que en
un sistema anfifilico pueda producirse una asociacidon cooperativa, que tenga como
resultado la formacion de una micela, es necesaria una concentracidn minima,
conocida como Critical Micellization Concentration (CMC).

Los copolimeros de bloque, formados por dos o mas polimeros de
caracteristicas diferentes unidos covalentemente, son sistemas anfifilicos, donde la
parte hidréfoba e hidrofilica son de cardcter polimérico con caracteristicas
fisicoquimicas diferenciadas. Es por esto que pueden formar micelas de varias
morfologias, dependiendo de varios parametros, como el disolvente y la concentracién
empleados. Se encuentran muchos ejemplos en bibliografl'a6 de copolimeros de bloque
que forman micelas, como es el caso de copolimeros formados a partir de polietilen
glicol, polimetil metacrilato, poliestireno, etc.

Las micelas formadas a partir de copolimeros de bloque presentan algunas
diferencias frente a aquellas formadas por sistemas no poliméricos. Una de las
ventajas mas destacadas es la diminucién de la CMC, que es del orden de mil veces
inferior. Ademas, las micelas formadas por copolimeros de blogque presentan una
estabilidad termodinamica y cinética superior, ya que las interacciones son mayores en
numero en un sistema polimérico. No obstante, el estudio de la dindmica de las
micelas de copolimeros de bloque presenta algunas dificultades, como el grado de
pureza y la polidispersion del polimero, problemas intrinsecos de sistemas poliméricos.

1.2.1 Micelas PIC poliméricas

El campo de estudio de micelas de copolimero de bloque ha evolucionado en
la Gltima década, desde que Kataoka’y Kabanov® propusieron estudios de formacidn
de micelas por interaccién electrostatica. La estrategia consistid en mezclar dos
copolimeros de bloque de carga opuesta, formados por polietilenglicol y un polimero
cargado, dando lugar a la formacidon de micelas, que fueron llamadas Polyion Complex
(PIC).

En este primer estudio’, las micelas PIC fueron preparadas en medio acuoso,
mezclando copolimero de blogque formado por polietilenglicol y polilisina (PEG-b-
P(Lys)), cargado positivamente, con copolimero de bloque de polietilenglicol y
poliaspdrtico (PEG-b-P(Asp)), cargado negativamente, en relacion de cargas 1:1. Se
comprobé la formacién de micelas por medicién mediante DLS, sin observarse
formacién de agregados secundarios, una distribucién de tamafios pequefia vy
estabilidad después de un mes de almacenaje.

6 Riess, G. Prog. Polym. Sci. 2003, 28, 1107.
7 Harada, A.; Kataoka, K. Macromolecules, 1995, 28, 5294.
8 Kabanov, A. V.; Bronich, T. K.; Kabanov, V. A.; Yu K., Eisenberg, A. Macromolecules, 1996, 29, 6797.
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La estructura de una micela PIC’ consta de dos partes fundamentales: nucleo
o ‘core’ y corona o ‘shell’. En el nucleo, se posicionan las cadenas que estan
interaccionando electrostaticamente, en el caso anteriormente citado, las cadenas de
lisina y aspartico, que forman parte del copolimero. Estas se encuentran rodeadas por
los segmentos de polietilen glicol, que constituye la parte hidrofilica y se encuentran
en contacto con la disolucidn acuosa. Todo esto constituye una conformacién como se
detalla en la siguiente Figura 2Figura 2:

Shell (non-ionic and

/\/% hydrophilic segments)

Core (polyion

electrostatic —
interaction

% several tens nm

polyion complex micelle

Figura 2: Esquema de la estructura de una micela PIC. Adaptada de referencia 9.

La estructura en la que se conforman estas micelas esta estrechamente
relacionada con las caracteristicas que manifiestan. Por ejemplo, se encontré que el
pK, del segmento de polilisina en el copolimero presentaba un valor ligeramente
inferior (alrededor de 0.49 unidades), que para un homopolimero de lisina. Esto fue
atribuido’® a una interaccién intramolecular entre el segmento de PEG y el segmento
de P(Lys), que tendria lugar para estabilizar la a-hélice de la polilisina. Por otra parte,
estas micelas PIC mostraron bajos indicios de agregacién, gracias a las cadenas de PEG
hidrofilicas, que se encuentran en el exterior de la micela, alejando las nanoparticulas y
minimizando su interaccién.

Como cabria esperar, se encontré que estas micelas PIC presentaban alta
sensibilidad a la fuerza idnica'!, ya que ésta produce un apantallamiento de las cargas,
y por tanto, se pierde la interaccidn electrostatica que origina la formacion micelar.
Esto constituye un problema para la aplicaciéon de estas micelas como sistemas de
liberacion de farmacos, ya que las hace inestables en medio fisioldgico.

1.2.2 Micelas PIC de copolimero de bloque dendritico

H 12,1 . ~ .
Recientemente, Kataoka y colaboradores®?'*® han disefiado micelas PIC
constituidas por un copolimero de blogque y un dendrimero cuya superficie se

o Lee, Y.; Kataoka, K. Soft Matter 2009, 5, 3810.

10 Harada, A.; Cammas, S.; Nagasaki, Y.; Kataoka, K. Macromolecules, 1996, 29, 3227-3231
u Kakizawa, Y.; Harada, A.; Kataoka, K. J Am Chem Soc, 1999, 121, 11247.

12 Nishiyama, N.; Woo-Dong, J.; Kataoka, K. New J. Chem., 2007,31,1074.
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encuentra cargada. Con esta modificaciéon, han conseguido unas micelas PIC mas
estables a la fuerza idnica, lo cual puede ser explicado si tenemos en cuenta que un
dendrimero constituye un polimero mucho mas rigido que en el caso de un
homopolimero, esto se traduce en una menor ganancia entrépica en el caso de la
disociacion de la micela en el dendrimero. Ademds, se encontré que los enlaces
carboxilicos del dendrimero, formaban enlaces de hidrégeno con las aminas de la
polilisina, contribuyendo a su estabilidad, que tuvo como resultado micelas PIC
estables a concentraciones salinas del orden de diez veces la concentracidén salina
fisioldgica.

PEG-b-PLL

Micela

Dendrimero ftalocianina f (~50 nm)

Figura 3: Micela PIC formada a partir de copolimero de PEG-PLL y dendrimero. Adaptado de referencia 13.

Recientemente, este grupo de investigacion'® ha preparado micelas PIC con
un copolimero de bloque, compuesto por PEG y dendrimero de GATG, y polilisina. Esta
estrategia de adjuntar directamente la unidad de PEG al dendrimero presenta como
ventaja una sintesis mas sencilla, permitiendo purificaciones mediante precipitacién, lo
cual evita cromatografias laboriosas asociadas a la sintesis dendrimeros. En cuanto a la
estabilidad, frente a concentracién salina de estas micelas, resulta comparable que
para el caso anteriormente citado.

1.3 Aplicaciones en nanomedicina

Todos los sistemas anteriormente descritos, tanto los dendrimeros como las
micelas PIC, han despertado desde su origen, gran interés por constituir sistemas muy
interesantes para su uso en nanomedicina. La nanomedicina es un campo
interdisciplinar que tiene como objetivo el empleo de herramientas que provienen de

13Jang, W.; Nakagishi, Y.; Nishiyama, N.; Kawauchi, S.; Morimoto, Y.; Kikuchi, M.; Kataoka, K.; J. Control.
Release, 2006, 113, 73-79.
1 Sousa-Herves, A.; Fernandez-Megia, E.; Riguera, R.; ChemComm, 2008,3136—-3138.
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la nanotecnologia para solucionar problemas médicos. Ha sido definida por el Instituto
Nacional de Salud, como la aplicacién de la nanotecnologia para el tratamiento,
diagndstico, monitorizacion y control de sistemas biolégicos.

1.3.1 Sistemas de transporte de farmacos

Desde un punto de vista ideal, un farmaco deberia ser una sustancia que
selectivamente, actuase sobre el origen de la enfermedad. No obstante, lo que ocurre
en la mayoria de los casos, es que las sustancias activas no suelen ser lo
suficientemente especificas para lograr este hecho. Existen varias estrategias
disefiadas para atajar este problema, como el disefio de farmacos inteligentes que
reconozcan tejidos diana, y asi actien solamente en éstos. Otra posibilidad cuando
esto Ultimo no es posible, consiste en sistemas de liberacion de farmacos, que se
fundamentan en custodiar la sustancia activa para que sea inocua hasta que llegue a
su lugar de actuacion. Este método no sélo presenta la ventaja de no dafar tejidos
sanos, sino que al mismo tiempo, permite disminuir la dosis efectiva de farmaco que
ha de administrarse. Esto es consecuencia de una liberacidén del farmaco controlada,
que permite que la sustancia activa llegue integramente al tejido diana y no se degrade
mediante procesos secundarios.

Un sistema de transporte de farmacos ha de cumplir una serie de requisitos
para que pueda considerarse como tal. Deberd ser biocompatible y reconocer
selectivamente el lugar de actuacién del farmaco, liberdndose llegado a ese punto sin
causar efectos secundarios. Esto presenta un verdadero reto si pensamos en la
complejidad de la maquinaria inmunoldgica del cuerpo humano.

1.3.2 Biocompatibilidad: proceso de PEGuilacion

El polietilenglicol (PEG) es un polimero sintético biocompatible y no téxico que
se utiliza habitualmente como soporte polimérico en la sintesis de péptidos,
oligonucleétidos y oligosacéridos, se muestra su estructura en Figura 4.

E/\/O\(/\ oﬁ'\/Of
e n
Figura 4: Estructura de polietilenglicol (PEG).

La idea de adjuntar unidades de PEG surge como respuesta a la
susceptibilidad que presentan los polipéptidos cuando se usan como farmacos, ya que
se degradan enzimdaticamente, presentan baja solubilidad, rdpida eliminacién renal y
generacién de anticuerpos. Fue a finales de la década de 1970, cuando Frank Davis y

14
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colaboradores™ modificaron covalentemente varios enzimas con PEG, y obtuvieron
resultados inesperados. Se produjo una mejora en la farmacocinética *° y
farmacodindmica’’ del enzima empleado como farmaco, una mejora en la solubilidad,
se limitd la toxicidad y se redujo la eliminacién renal. Esto ultimo, fue consecuencia del
aumento de masa, ya que los rifiones filtran los compuestos en funcién de su tamafio,
de manera que las moléculas pequefias se eliminan mas rapidamente. Ademas, se
demostrd que cada unidad de etilenglicol se encontraba unida fuertemente a dos o
tres moléculas de agua, hecho que explica que las proteinas unidas a PEG sean del
orden de cinco a diez veces mds voluminosas que aquellas proteinas solubles del
mismo peso molecular. Gracias a esta propiedad del PEG se evita el reconocimiento
celular del farmaco, ya que los anticuerpos no pueden unirse al PEG por problemas
estéricos.

El PEG resulta inocuo en sistemas vivos y fue aprobado por Food and Drug
Administration (FDA) para ser empleado en cosméticos, comida y farmacos. Este
proceso de adjuntar unidades de PEG, conocido actualmente como PEGuilacion, ha
sido comunmente empleado para mejorar las propiedades de péptidos, polisacaridos y
otras moléculas. Por ejemplo, se emplea para fdrmacos ya conocidos, como es el caso
de la insulina®®, pero también estd presente en el desarrollo de nuevos sistemas, como
liposomas®® e hidrogeles®.

1.3.3 Efecto EPR

El efecto EPR, del inglés Enhanced Permeability and Retention, es un
fendmeno Unico para tumores sdlidos, que esta relacionado con las diferencias
anatdmicas y fisiopatoldgicas que existen con respecto a tejidos normales. Fue en 1986
cuando Matsumura y Maeda?! describieron este efecto en detalle, sus estudios
determinaron un aumento de la permeabilidad de los vasos sanguineos de tumores
sélidos, debido a que estos tejidos presentan defectos en su arquitectura como
consecuencia de un crecimiento rdpido y de la necesidad de un abastecimiento de
oxigeno y nutrientes muy elevado. Ademas, el sistema linfatico del area tumoral actua
mas lentamente, de manera que estos efectos de permeabilidad y retencidn originan
una acumulacidon de macromoléculas en regiones tumorales. Posteriormente, se ha
encontrado que esta acumulacion es del orden de diez a doscientas veces mayor en
areas tumorales que en tejidos sanos, segun el tipo de tejido y compuesto ensayado.

B Davis, F. F. et al. Enzyme Eng., 1978, 4, 169-173.

'® Farmacocinética: procesos que sufre un farmaco en un sistema vivo, referido a su absorcidn,
distribucion, metabolismo y excrecion.

Y Farmacodinamica: efecto gue ejerce un farmaco sobre el organismo, referido a aspectos fisioldgicos y
bioquimicos.

' Hinds, K. D.; Skim, S. W. Adv. Drug Deliv. Rev. 2002, 54, 505-530.

Y pa rk, J. W. Breast Cancer Res. 2002, 4, 95-99.

20 Rieger, J.; Grazon, C.; Charleux, B.; Alaimo, D.; Jerome, C. Polymer Chemistry 2009, 47(9), 2373-2390.
2t Matsumura, Y.; Maeda, H.; Cancer Res. 1986, 46, 6387—6392.
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Tumor Normal

Figura 5: Diferencia estructurales entre tejidos tumorales y sanos”’. Permeabilidad de nanoparticulas en tejidos
tumorales gracias a EPR. Figura adaptada de referencia 22.

Este efecto se puede utilizar para lograr un transporte selectivo de farmacos
hacia tumores, si estos se encuentran unidos a moléculas de elevado peso molecular.
Esta estrategia ya es empleada en algunos farmacos antitumorales como es el caso de
Doxil’, gue es un liposoma peguilado que encapsula a la sustancia activa doxorubicina.
En la actualidad, se estan desarrollando sistemas de transporte de fdrmacos de origen
polimérico, ya que estos son capaces de aumentar el tiempo de vida medio en
circulacién del farmaco.

1.4 Funcionalizacion de nanosistemas

El descubrimiento de fenémenos como EPR y PEGuilacién, han permitido un
avance significativo hacia el desarrollo de nuevos sistemas de liberacion de farmacos,
que han desencadenado la necesidad de optimizar rutas sintéticas que logren
estructuras de alto peso molecular. Fue en 2001, cuando Sharpless y colaboradores
introdujeron el concepto de ‘quimica click’®, cuya idea pionera consistié en centrar la
atencién en sintetizar moléculas con las propiedades deseadas, mdas que con
estructuras complejas. El propdsito de la ‘quimica click’ es encontrar nuevos caminos
para la preparacion de materiales Utiles, a partir de compuestos facilmente accesibles
y con transformaciones quimicas extremadamente eficientes.

Con el objetivo de establecer una nueva familia de reacciones, los autores
describieron una serie de requisitos para que pueda calificarse de click a una reaccién:
"ser modular, de amplio alcance, con elevados rendimientos, generar Unicamente
productos inofensivos que puedan ser eliminados por métodos no cromatograficos, y
ser estereoespecifica (aunque no necesariamente enantioselectiva). Las caracteristicas

2 Adiseshaiah, P. P.; Hall, J. B.; McNeil, S. E.Nanomedicine and Nanobiotechnology2010, 2, 99-112.
2 Kolb, H. C.; Finn, M. G.; Sharpless, K. B. Angew. Chem. Inter. Ed. 2001, 40, 2004.
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requeridas incluyen condiciones de reaccion sencillas (idealmente no debe ser sensible
al oxigeno y al agua), reactivos y materiales de partida facilmente disponibles, no usar
disolventes o utilizar un disolvente benigno (como agua) o facilmente eliminable, y la
extraccion del producto de reaccidn debe ser sencilla. La purificacién -si es necesaria-
debe realizarse obligatoriamente mediante métodos no cromatograficos, como por
ejemplo cristalizacién o destilacion, y el producto de reaccién debe ser estable en
condiciones fisioldgicas".

1.4.1 CuAAC

Existen una serie de reacciones que cumplen estas caracteristicas, una de las
mas conocidas y empleadas para la funcionalizacién de sistemas liberadores de
farmacos, es la Cu(l)-catalyzed azide-alkyne cycloaddion, CuAAC. Esta reaccién fue
empleada por primera vez para funcionalizar dendrimeros en 2004, en un trabajo
resultado de la colaboracién entre Hawker, Voit, Fréchet, Sharpless y Fokin?”.

Los dendrimeros representan una de las arquitecturas mas interesantes para
sistemas liberadores de farmacos, ya que gracias a su multivalencia inherente
permiten la posibilidad de localizar selectivamente diversas moléculas funcionales
(como por ejemplo, farmacos o sondas de imagen).

El empleo de la CUAAC en dendrimeros se llevd a cabo con carbohidratos,
nucledsidos, péptidos y moléculas no naturales, resultando ser mucho mas eficiente
que procedimientos tradicionales (acoplamiento mediante enlaces amida o
sulfatacidn). Ademas, se consiguié una funcionalizacién homogénea de los grupos de la
periferia del dendrimero.

La CuAAC® es una variante de la reaccién térmica AAC (Azide-alkyne
cycloaddition) que permitid bajar la energia de activacion de la cicloadicidn,
traduciéndose esto en tiempos de reaccidon mas cortos a temperatura ambiente. Pero
ademas, el proceso resultd ser regioespecifico, obteniéndose uUnicamente 1,2,3-
triazoles 1,4-disustituidos:

CuAAC N=N

Figura 6: Reaccion de cicloadicion catalizada por cobre. Adaptado de referencia 25.

Sin embargo, el empleo de la CuAAC ha tenido como principal inconveniente
el uso de cobre, ya que este presenta diversos problemas de biocompatibilidad. Se ha

2 Wu, P.; Feldman, A.K.; Nugent, A.K.; Hawker, C.J.; Scheel, A.; Voit, B.Angew Chem, 2004; 43:3928-32.
> Rostovtsev, V. V.; Green, L. G.; Fokin, V. V.; Sharpless, K. B. Angew. Chem. Int. Ed.2002, 41, 2596.
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demostrado que el sistema catalitico cu'/cu promueve la generacion de ROS (Reactive
Oxygen Species), que son responsables de dafiar biomoléculas. Esto genera una
limitacion de la CuUAAC para emplearla con proteinas y acidos nucleicos. No obstante,
la funcionalizacion de estos sistemas mediante otro método lleva consigo la necesidad
de una purificacion problematica o incluso imposible.

Por este motivo, una de las estrategias para superar este inconveniente ha
sido emplear la CUAAC con ligandos quelatantes de cu', para prevenir la formacién de
ROS. Existen varios ligandos empleados para este fin, como es el caso de TBTA, THPTA
y BPDS. Con el uso de estos ligandos y en ausencia de oxigeno, se logra un ratio éptimo
entre la estabilizacién de Cu'y la conversion de cicloadicién.

R

<
o

N
N‘N:N
=L _N
5
R =H; TBTA BPDS

N~
R =COH; TCBTA

THPTA

Figura 7: Estructura de TBTA, THPTA y BPDS.

1.5 Citotoxicidad

La citotoxicidad (del griego kytos, célula y citotoxicidad) se refiere a la
capacidad de un agente de causar un efecto destructivo en células. Un agente
citotoxico puede ser tanto un compuesto de naturaleza quimica, como un sistema
bioldgico, este es el caso de células del sistema inmune. Existen varios procesos por los
cuales una célula sufre los efectos de un agente citotdxico: necrosis, parada del
crecimiento y division, vy apoptosisZG. El proceso de muerte conocido como necrosis
estd ocasionando por lisis celular, es decir, la membrana de la célula sufre una rdpida
dilatacion, que origina la pérdida de su integridad fisica y, como consecuencia, la
liberacion de sus componentes al exterior. En cambio, la apoptosis es la muerte
programada de la célula, es decir, la célula pone en marcha una maquinaria metabdlica
gue genera cambios en ésta: retraccion citoplasmdtica, condensacion del nucleo,
fragmentacidn regular del ADN y formacién de cuerpos apoptoéticos.

2 Robbins; Cotran; Patologia estructural y funcional, 72 edicion, Barcelona, Elsevier Saunders, 13 p.
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Esquema 1: Representacion esquematica de las diferencias principales entre muerte celular por apoptosis y
necrosis. Adaptado de Referencia 26.

La medicién de la citotoxicidad es cominmente empleada en la industria
farmacéutica en ensayos preclinicos, tanto para testar que nuevos farmacos son
inocuos, como para el caso contrario, es decir, que nuevos tratamientos dirigidos a
células cancerosas presenten elevada toxicidad contra éstas. Existen diversos métodos
gue permiten medir la viabilidad celular y los efectos citotéxicos, como son testar la
integridad de la membrana celular, realizar ensayos colorimétricos, luminiscentes o
fluorescentes. Estos tres Uultimos siguen una estrategia comuin, basada en la
transformacion de un compuesto quimico, por mediacion de enzimas y/o cofactores
presentes en la célula, en otro compuesto con caracteristicas diferentes vy
cuantificables, bien sea mediante absorcién, fluorescencia o luminiscencia, segun el
compuesto ensayado.

1.5.1 Integridad de la membrana celular

Testar la integridad de la membrana celular es un uno de los criterios mas
clasicos que todavia se emplea en la actualidad. La técnica utiliza tintes, inofensivos
para las células, y que son impermeables a la membrana celular. Por tanto, su entrada
al interior celular queda restringida a una situacion en la que la membrana haya
sufrido dafios, y por tanto, presente poros y defectos que permitan su entrada. Si esta
situacion se produce, el tinte se vera distribuido por el citoplasma de la célula y podra
observarse su color con ayuda de un microscopio.
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D

Célula viable

Célula no viable

Figura 8: Esquema simplificado que muestra la diferencia de permeabilidad entre una membrana intacta,
constituyente de una célula viva, y de una membrana danada, correspondiente a una célula muerta.

La metodologia de este ensayo es sencilla, se basa en contar el nimero de
células que han sido tefiidas, y que por tanto, no son viables. Sin embargo, conlleva
una labor tediosa y que consume tiempo, razén por la cual, esta técnica resulta util
cuando se testa un sélo farmaco y a una dosis determinada. Algunos de los tintes mas
empleados con este propdsito son azul tripan o yoduro de propidio.

Azul tripan Yoduro de propidio

NH,
OH HO
HO,S O SO;H
STt n
N N
S0,H HO,S

Figura 9: Estructura quimica de dos ejemplo de tintes empleados para comprobar la integridad de la membrana:
azul tripan y yoduro de propidio.

1.5.2 Ensayos colorimétricos basados en sales de tetrazolio

Cuando el objetivo del ensayo implica testar varios compuestos y a varias
dosis, resulta mas conveniente recurrir a otras técnicas mas automatizadas. Por
ejemplo, el empleo de sales de tetrazolio, que se transforman a formazan en presencia
de reductores, permite la cuantificacién mediante absorbancia. Este hecho ha
desencadenado el uso de métodos para la cuantificacién de la proliferacién celular
siguiendo esta simple reaccién quimica (Figura 10), ya que en presencia de una célula
viva, y por tanto, metabdlicamente activa, se produce la reduccién de la sal de
tetrazolio a formazan, mientras que en el caso de que la célula haya muerto, no se
produce dicha transformacién.
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Figura 10: Transformacidn de tetrazolio a formazan en presencia de un agente reductor.

De esta manera, la absorbancia observada, después de tratar las células con
sales de tetrazolio, se convierte en una medida proporcional a la viabilidad de la
muestra ensayada. Actualmente, se conocen varios compuestos basados en sales de
tetrazolio que se usan para este propoésito, se detalla la estructura quimica de alguno
de ellos a continuacion:

» MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio

N’N\ S
, //N+ \ '
N - N

Br

» XTT: 2,3-Bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)tetrazolio 5-carboxanilida

» WSTs (Water Soluble Tetrazolium Salt)

SOz *Na

| N NO,
N
HaCO
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Todos estos compuestos son usados para ensayos de citotoxidad aunque

27,28 . ;.
“®. reactivo clasico

presentan algunas diferencias entre ellos. Por una parte, el MTT
empleado en estos ensayos, presenta la ventaja de una facil internalizacion en células.
Esto es consecuencia de su carga positiva, lo que proporciona una interaccién con los
grupos fosfato de la membrana que promueve su entrada. Sin embargo, el producto
de formazan que se obtiene del MTT es insoluble en medio acuoso, lo que obliga a
afiadir una disolucidon solubilizante al medio de cultivo. Como respuesta a este
inconveniente, se disefid el reactivo de XTT?, que produce una sal de formazan soluble
en agua. Sin embargo, en el caso de XTT no se consigue una buena internalizacién
debido a que éste posee carga negativa, lo cual desfavorece su entrada. Por tanto, es
imprescindible el empleo de un agente transportador de electrones, como el
metasulfato de fenacina (PMS). De esta manera, la reduccidn del reactivo de tetrazolio
es posible en el exterior de la célula, como se muestra en la Figura 11. Este agente
transportador de electrones también es necesario para la familia de compuestos WST,
que se diseiid para mejorar la solubilidad de la sal de tetrazolio, pero cuyo mecanismo
de actuacion es analogo al caso de XTT.

-0;‘«,( 503 ONL A o 50,
SWNG Qi
NeN 805 Na' - N=N SOy
(oo Croon
ON / \ ON
= W ocH, OCH,
',\ N L\ Cv“v\:
NN AN
é"l\ / CHy 1-Methoxy PMS
N A
~_
/ NADH, NADPH
‘\ ‘
\\ NAD, NADP
oA

Figura 11: Mecanismo de reduccion de la molécula de WST-8 auxiliado por PMS, que permite la transformacion sin
necesidad de internalizacion de WST-8.

1.6 Estudios de internalizacion

El creciente interés generado por la nanotecnologia, en parte gracias a las
herramientas que ésta ha desarrollado en el disefio de nanoparticulas, ha hecho
crucial el estudio del proceso de endocitosis desde un punto de vista diferente, es
decir, teniendo en cuenta el proceso de internalizacién, no sélo de nutrientes, iones y
macromoléculas, sino también de nuevos sistemas nanométricos>’. Las caracteristicas

7 Alley, M. C. et al., Proc. Am. Assen. Cancer Res., 1986, 27:389.

*® Kratzke, R. A. ; Krarner, B. S. J Cell Biochem Suppl, 1996, 24:160-164.

2 Scudiere, D. A.; Shoemaker, R. H.; Paull, K. D.; Monks, A.; Tierney, S.; Nofziger, T. H.; Currens, M. J.;
Seniff, D.; Boyd, M. R. Cancer Res, 1988, 48. 4827-4833.

% canton, |.; Battaglia, G. Chem. Soc. Rev., 2012, 41, 2718-2739.
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de una nanoparticula, como son el tamafo, forma y naturaleza quimica de su
superficie, van a determinar el proceso de endocitosis.

La endocitosis es el término general referido al proceso por el que las células
eucariotas® internalizan moléculas y macromoléculas, a través de cambios en su
membrana plasmatica.

1.6.1 Membrana plasmatica

La membrana plasmatica es aquella membrana que delimita la célula del
medio extracelular. Se caracteriza por su naturaleza anfifilica, es decir, su estructura
estd compuesta por dos partes de caracteristicas opuestas, una parte hidrofébica y
otra hidrofilica, que originan el autoensamblaje en medio acuoso. Los componentes
mayoritarios de la membrana plasmatica son los fosfolipidos, aunque también existen
otros componentes, como unidades de colesterol (que atribuyen rigidez a la
estructura), canales proteicos (que permiten el paso selectivo de proteinas), y azicares
(que actiian como receptores)®’. Se presenta una representacién con los principales
componentes de una membrana plasmatica en Esquema 2. Este conjunto complejo de

componentes otorga integridad mecanica a la célula y permite la homeostasis celular>.

Proteinas
‘ Glucidos

Proteinas

Glucidos

lipidos

Esfingolipidos

Cadenas| |
de
acidos |
grasos |

S0PI0110§5030190119

Colesterol

Proteinas

Esquema 2: Representacion simplificada de los componentes basicos de una membrana plasmatica de una célula
eucariota. Adaptado de Referencia 32.

Las membranas constituyentes de otros orgénulos34 de las células eucariotas,
como el nucleo, mitocondrias, vacuolas o lisosomas, tienen también una composicién
basada en fosfolipidos, aunque difieren en los demds componentes, como las
proteinas que los constituyen. La organizacién celular en diferentes compartimentos
separados por una membrana lipidica resulta muy conveniente, ya que permite la
simultaneidad de numerosos procesos metabdlicos en el citoplasma, que de otra
manera serian incompatibles.

3! Célula eucariota es aquella que posee el nucleo celular delimitado dentro de una doble capa lipidica.
32 Mader, S. S. Biologia, 2007, 92 edicidn, México, McGraw-Hill Companies, 84 —93p.

** Homeostasis celular engloba los procesos destinados a conseguir el equilibrio celular, se conoce como
autorregulacion e incluye mecanismos control de la proliferacion, diferenciacidn y supervivencia.

*En biologia, se conoce como organulo celular a las diferentes estructuras que se contienen en el
citoplasma celular, y que tienen una forma y funcién diferenciada.
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La multitud de los componentes de la membrana plasmatica, y que su
comportamiento y funciones sea resultado de la conexion entre los mismos, hace que
su estudio sea extremadamente complejo. Por este motivo, algunos detalles de los
procesos de endocitosis todavia son ignorados.

1.6.2 Mecanismos de endocitosis

Existen varios mecanismos englobados dentro del término endocitosis que
presentan diferencias significativas entre ellos. A continuacién se detallan los
mecanismos principales:

¢  Endocitosis Mediada por Clatrina (CME): es el tipo de endocitosis mas
ampliamente estudiado. El CME es el mecanismo habitual de entrada de nutrientes,
sefializacion eficiente de receptores y reciclado de vesiculas sindpticas® en células
eucariotas. El mecanismo del CME se basa en la formacion de invaginaciones de la
membrana plasmatica debido, fundamentalmente, a los cambios conformacionales de
la proteina clatrina. Gracias al perfeccionamiento de técnicas de microscopia
electrdnica ha sido posible visualizar estas vesiculas recubiertas de clatrina.

¢ Endocitosis Mediada por Caveolas: es un tipo de endocitosis
independiente de clatrina muy importante en las funciones biolégicas de regulacién de
lipidos, transporte vesicular y sefalizacién celular. Por otra parte, se estd estudiando
su papel en el desarrollo de ciertas enfermedades como cancer, diabetes e infeccién
por virus. Las caveolas son invaginaciones de unos 50-80 nm que se encuentran en la
membrana plasmatica y estdn compuestas por caveolinas. Las caveolinas son proteinas
de 21 KDa que se encuentran ancladas a la membrana plasmatica por medio de una
secuencia hidrofdbica.

% Macropinocitosis: es el mecanismo empleado por la célula para engullir
grandes cantidades de fluido extracelular. En este caso, la membrana plasmatica forma
unas invaginaciones conocidas como vesiculas pinociticas, que son extensiones de la
membrana plasmatica en forma de ldminas, que cuando se cierran, forma grandes
orgadnulos conocidos como macropinosomas (>200nm). La macropinocitosis esta
regulada por las proteinas globulares conocidas como actinas. En este mecanismo, la
endocitosis no estd mediada por la naturaleza de la sustancia internalizada ni por
receptores, sino tan solo por la polimerizacion de la actina citosdlica.

+»  Fagocitosis: este es un tipo de mecanismo endocitico solo presente en
células especializadas, como células del sistema inmune (macréfagos, neutrdfilos,
monocitos, etc.), cuya funcién principal es internalizar patégenos, células muertas y
restos celulares. En esta ocasidon, la distorsion de la membrana plasmatica esta
mediada por el reconocimiento de determinados receptores, es energéticamente

35 , . . o~ s .
Vesicula sindptica: pequefias esferas formadas por parte de la membrana plasmatica, ubicadas en el
extremo de los axones en las neuronas del sistema nervioso.
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costosa y origina la formacién de un fagosoma, con forma y tamafio dictado por la
naturaleza del material internalizado, que puede tener un tamaiio de 5-10 um.

Se muestra en la Figura 12 las diferencias en la forma y tamaifo de las
deformaciones de la membrana plasmatica, segun el mecanismo de endocitosis.

MACROPINOCITOSIS

>200nm
FAGOCITOSIS
5-10 um @ O °
ENDOCITOSIS MEDIADA ENDOCITOSIS MEDIADA
POR CLATRINA POR CAVEOLAS
~120 nm 50-80 nm

[
= .
Actina —<:’l\ Clatrina = Caveclina
/

Figura 12: Representacion de los diferentes mecanismos de endocitosis: fagocitosis, macropinocitosis, endocitosis
mediada por clatrina o endocitosis mediada por caveolas.

1.6.3 Trafico endocitico

El proceso de endocitosis no solo es complejo en cuanto al mecanismo de
captacion del agente exdgeno, sino que ademds conlleva todo un despliegue
metabdlico. Como se ha explicado en el apartado anterior, el primer paso es la
modelacién de la membrana en una invaginacién, que una vez formada se desprende
como una vesicula al interior citosélico. A partir de ese momento, la vesicula sufre una
serie de modificaciones que alteran su naturaleza y caracteristicas.

En primer lugar, la vesicula se convierte en un endosoma temprano, en el que
se va incrementando progresivamente la concentraciéon de H30", debido a la accién de
diversas enzimas como GTPasas y quinasas. Este endosoma temprano es conducido a
la red del trans Golgi, donde se unen diferentes proteinas al endosoma convirtiéndolo
en un endosoma tardio, cuya principal caracteristica es poseer un pH ~5. Transcurrido
este punto, todos aquellos nutrientes, proteinas y organulos reciclables son devueltos
al citosol, mientras que aquellas sustancias que no han sido liberadas sufren
degradacion enzimatica. Esta degradacién ocurre cuando el endosoma tardio se
fusiona con el orgdnulo conocido como lisosoma, el cual contiene proteasas, y que es
el encargado de la digestidn celular. Se muestra esta secuencia de acontecimientos en
Figura 13, donde pueden observarse los cambios de pH, niveles de proteasas y
concentraciones de diversos electrolitos segun la etapa de la vesicula internalizada:
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Figura 13: Esquema de los diferentes compartimientos endociticos, los endosomas tempranos, los cuerpos
multivesiculares, los endosomas tardios y los lisosomas.

La degradacién lisosomal es uno de los obstaculos que han de superar los
sistemas de transporte de fdrmacos bioactivos, como las proteinas o los dacidos
nucleicos. Resulta crucial la liberacidn de la sustancia activa del endosoma tardio antes
de la llegada del lisosoma. Este concepto se conoce como escape endosomal. No

obstante, existen ciertas aplicaciones que se benefician de la retencién endosomal
como técnicas de diagnosis e imagen.

Con el propédsito de estudiar sistemas nanométricos que puedan ser
internalizados en células por el proceso de endocitosis, se detalla a continuacién el
estudio de estabilidad, toxicidad e internalizacién celular de sistemas muy
prometedores como transporte de farmacos: micelas PIC dendriticas.
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2 OBJETIVOS

Preparacion de micelas PIC de origen polimérico con estabilidad suficiente
para su aplicacion in vivo, por tratarse de sistemas muy interesantes para aplicaciones
biomédicas, como sistemas de liberacidén de farmacos. Para ello se propone la sintesis
de copolimero de bloque PEG-GATG con grupos azida en el extremo terminal de las
cadenas de PEG, que permiten su posterior funcionalizacién mediante CuAAC.

Los objetivos especificos de este proyecto son:

1. Sintesis de tres generaciones de copolimero dendritico PEGspgo-[G3]-N3 y su
funcionalizacion mediante CuAAC.

2. Preparaciéon de micelas PIC y estudio de su estabilidad atendiendo a dos
factores diferentes: grupo funcional del copolimero del bloque y longitud de la
cadena de polilisina,

3. Estudio de citotoxidad mediante ensayo MTT de PEGsg-[G3]- CO,, PEGsgoo-
[G3]-PhCO;,, PLLgoy de la micela PIC entre PEGsppo-[G3]-PhCO; " y PLLegg.

4. Estudio de internalizacidon celular mediante Microscopia de Fluorescencia de

PLLgg, de PEGspgo-[G3]-PhCO, y de la micela PIC entre PEGsgp-[G3]-PhCO;, y
PLLgs.
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PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Procedimiento General

El acido 3,4,5-tri-(2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etil)benzoico (7), MeO-PEGsq00-NH,
(6) y RGD-PEG-[G3]-PhCO, (28) fueron preparados previamente en este grupo de
investigacion.

La azida sédica (NaN3) fue comprada a Wako. ElI 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), 1-hidroxi benzotriazol (HOBt) y acido 7-
hidroxi-4-metil-3-cumarilacético (HMCA) fueron comprados a Sigma-Aldrich. El
catalizador de Paladio/carbén activo (10 % Pd) y hidrobromuro de polilisina (PLL)
fueron comprados a Fluka. La Alexa Flior® 488 éster de succinimidilo fue comprada a
invitrogen™.

El agua empleada fue de grado Milli-Q. Los demas disolventes empleados
fueron de grado HPLC.

Los espectros de RMN se registraron en espectrémetros Bruker DPX 250 (250
MHz para 4 y 63 MHz para 13C), Varian Mercury 300 (300 MHz para H y 75 MHz para
13¢) y Bruker AMX500 (500 MHz para ‘H). Para los espectros de RMN se emplearon
CDCl; D,O, DMSO y MeOD como disolventes, expresando los desplazamientos
quimicos en ppm (8) utilizando tetrametilsilano (CDCls), la sefial del HOD (D,0), y la
sefial correspondiente al pico residual del disolvente (MeOD y DMSO), como referencia.
Se utilizé el programa Mestre-C (Mestrelab Research) para el procesado de los
espectros. Los espectros de FT-IR fueron registrados en Bruker IFS-66v (Csl) y en Varian
670-IR.

Los espectros de MALDI-TOF MS se registraron en un espectrometro Bruker
Autoflex MALDI-TOF.

Las medidas de DLS fueron realizadas en instrumento Malvern Nano ZS
(Malvern Instruments, U.K.) operando a 633 nm con un dngulo de dispersion de 1739.

Para la cromatografia en capa fina se empled gel de silice 60F;s54 Merck y las
manchas se visualizaron bajo luz UV (254 mn) para aquellos compuestos que absorben
a dicha longitud de onda, y también por el revelado al calor de los cromatofolios de
capa fina previamente tratados con acido fosfomolibdico.

Las ultrafiltraciones se llevaron a cabo utilizando una membrana Amicon” YM3
(MWCO 3KDa) y célula agitadora Millipore (47 mm diametro) de acero inoxidable y
vidrio borosilicatado.

Las muestras para imagen de AFM fueron preparadas depositando una
disolucién de micelas en PBS en obleas de silicio. Las medidas de AFM se realizaron
usando un Multimode NanoScope V system (Veeco, Santa Barbara, CA) operando en
modo de contacto (tapping mode). Tip Characteristics: 1-10 OHm-cm Phosphorus (n)
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dopped Si. Cantilever T: 3.5 - 4.5 um. Frecuency: 257-342 KHz. Tip ROC < 10 nm. Tip
ROC MAx: 12.5 nm.

Los valores de absorbancia y fluorescencia fueron medidos un lector de placas
Berthold Tech. Mithras LB 940.

Las imdagenes de microscopio se tomaron son una camara digital Olympus DP-
71 montada en un microscopio de fluorescencia Olympus BX51. Las fotos no
fluorescentes se tomaron con épticas DIC (Differential Interference Contrast).

Los espectros de fluorescencia fueron registrados con un Espectrofluorimetro
FluoroMax-3 de Jobin Yvon Horiba.
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3.2 Sintesis de 4-((trimetil-silil)-etinil)benzoato de etilo

Si
| (PhsPLPACI, ||
\ PPhs Cul
+ Si———H i >
/ Et;N
(@) OEt
1 (@) OEt
2

Se disolvié 1 (16.55 g, 59.95 mmol) con 75 mL de Et3N seca, bajo atmdsfera de argon.
Se le afiadié secuencialmente (PhsP),PdCl, (168 g, 0.240 mmol), PPh3 (252 mg, 0. 960
mmol) y Cul (285 mg, 1.50 mmol). Por ultimo, se afiadié TMS acetileno (7.1 g, 71.94
mmol) y se dejé la reaccidn con agitacién magnética durante 15h a t.a.. La purificacién
se realizd en columna de silica gel empleando un gradiente de hexano: acetato de etilo
hasta el 10%, obteniéndose 2 (14.6 g, 98.8%), como un aceite amarillo.

'H RMN (300 MHz, CDCl5) &: 7.94 (d, J=8.52 Hz, 2H), 7.48 (d, J=8.55 Hz, 2H), 4.33 (q,
7.12 Hz, 3H), 1.34 (t, 7.13 Hz, 2H), 0.236 (s, 9H). *C NMR (75 MHz, CDCl5) 6: 165.8,
131.7,129.9, 129.2, 127.5, 104.1, 97.4, 60.1, 14.2, 0.3.
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3.3 Sintesis de acido 4-etinilbenzoico

~d -

Si H
| | NaOH | |
R
EtOH
(@) OEt (@) OH
2 3

Se disolvié 2 (11.27 g, 0.046 mol) con 30.7 mL de EtOH y se afiadieron 45.7 mL de una
disolucion acuosa 1N de NaOH, se dejé la mezcla durante 2h a 0°C, bajo agitacion
magnética. Transcurrido ese tiempo, se puso a reflujo durante 4h. Se dejé enfriar a t.a.
y se extrajo con Et,0 (2 veces), la fase acuosa se acidificé con HCI 1N, produciéndose la
aparicién de un precipitado rosa. Se extrajo la fase acuosa acidificada, con Et,0, esta
fase orgdnica se lavé con H,0 (2 veces), se secd con Na,SOuy se filtré. Se obtuvo 3
(6.68 g, 99.4%) como un solido marrdn, tras evaporacion del disolvente.

'H RMN (300 MHz, MeOD) &: 7.99 (d, J=8.61 Hz, 2H), 7.55 (d, J=8.55 Hz, 2H), 3.70 (s,
1H). **C NMR (75 MHz, MeOD) &: 169.1, 133.1, 132.0, 130.8, 128.4, 83.7, 81.7.
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3.4 Sintesis de sulfato de 1-pent-4-inilo

CISOzH

/\/\OH 3 ///\/\OSO—3 N ;—

CCI3H, py
4 5

Se afiadié el acido clorosulfénico (395 pL, 5.94 mmol) gota a gota a una disolucién de
piridina (0.983 mL, 13.08 mmol) en CHCl3 (5.4 mL) a 0°C. Después de 30 min bajo
agitacion magnética, se afiadid 4 (553 uL, 5.94 mmol) y se dejo la reacciéon 4h a 0°C.
Posteriormente, la reaccion se llevé a temperatura ambiente vy, tras permanecer 12h
bajo agitacion magnética, se extrajo con H,0. La fase acuosa se tratd con Na,CO;
saturado hasta que se detuvo el desprendimiento de CO,. La mezcla resultante se
evaporo, se disolvié con EtOH caliente y se filtré para dar lugar a 5 (1.04 g, 95%).

'H RMN (300 MHz, D,0) &: 4.22 (t, J=6.10 Hz, 2H), 2.41-2.36 (m, 3H), 1.95 (m, 2H), 1.21
(t, J=7.2 Hz, 1H) *C NMR (75 MHz, D,0) 6: 86.7, 71.9, 69.9, 29.6, 16.3.
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3.5 Sintesis de PEGs000-[G1]-N3

N
5 o/
MeO(/\/OV\OJ\N(’\/OMNHZ +  HO.C O N,
113 H 2 < 3
7N
6 7 3 N3
EDC,HOBt | 12h
CH,Cl, | 92%
/N
o) o O 3
Meot O N O~ O N,
113 H 2 2 3
8 3 o

Se disolvié 6 (500 mg, 96.1 umol) y 7 (64.1 mg, 99 umol) bajo atmdsfera de argdn, en
5.0 mL de CH,CI, seco. Posteriormente, se adiciond HOBt (20.2 mg, 0.15 mmol) y
EDC-HCI (28.7 mg, 0.15 mmol). Tras permanecer 12h a t.a., se evaporé el disolvente y
el residuo resultante se precipité de MeOH/ i-PrOH. Por ultimo, la mezcla se filtré y se
lavd 3 veces con j-PrOH y 3 veces con Et,0. Se recogié 8 (515 mg, 92%) como un sélido
blanco.

'H RMN (400 MHz, D,0)8: 7.23 (s, 2H), 4.35-4.27 (m, 6H), 4.18 (m, 2H), 4.01-3.5 (m,
488H), 3.5-3.44 (m, 6H), 3.41 (s, 3H), 3.29 (t, J=5.0, 2H). *C RMN (125 MHz, CDCls) &:
166.8, 156.3, 152.3, 141.3, 129.6, 106.9, 72.3, 71.8, 70.9, 70.4, 69.9, 69.4, 68.9, 63.8,
58.9, 50.5, 40.6, 39.7. IR (KBr, cm'l): 3263, 2889, 2107, 1655, 1113. MALDI-TOF MS
(HABA, reflected mode): m/z calculado: M, 5827.3 [M+Na]*, M,, 5768.6, M,, 5810.5;
Encontrado: M, 5786.8 [M+Na]*, M, 5813, M,, 5842.
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3.6 Sintesis de PEGs000-[G1]-NH2.HCI

5 . Oﬁ3N3
Meo(’\/OVOJLN/(\/OVNHJ\CZ%OWM
3
0

113 H 2
8 3 N5
H2 (1 atm) 4h
Pd/C, HCI 95%

MeOH

~PrNHyHe
o} o o7 3
MeO%\/OMOJ\H(/\/O%/\NHJ\CéfO\/‘)‘NHZ-HCI
113 2
5 3
A

o J NH,HCI

Se disolvidé 8 (300 mg, 51.1 umol) en 5.11 mL de MeOH desoxigenado. Se afiadié Pd/C
(60 mg, 20% en peso) y se colocd un globo con hidrégeno. Por ultimo, se afiadié HCI
3M (86 pl, 254 umol). Tras 4h bajo agitacion magnética se filtré la mezcla a través de
Celita, lavando con MeOH, que posteriormente se evapord. Se obtuvo 9 (286 mg, 95%)

como un soélido amarillo.

'H RMN (400 MHz, D,0) &8: 7.21 (s, 2H), 4.38-4.13 (m, 8H), 4.01-3.50 (m, 488H), 3.40 (s,
3H), 3.29 (t, J=4.90, 2H), 3.23 (t, J=5.0, 6H). IR (KBr, cm™): 3467, 2895, 1116.
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3.7 Sintesis de PEGs000-[G2]-N3

7
EDC, HOBt

CHZC,IZ, Et;N o
PEGsgo-[G1]-NH;sHCl ———— Meot~Od~g NNOVN ers
113

24 h
9 83%

Se disolvio 9 (200 mg, 33.9 umol) y 7 (72.3 mg, 113 umol) bajo atmdsfera de argdn, en
1.03 mL de CH,CI, seco. Posteriormente, se afadid EtsN (29 uL, 0.205 mmol), HOBt
(20.8 mg, 154 umol) y EDC-HCI (29.5 mg, 154 umol). Se dejé la reaccidén con agitaciéon
magnética durante 24h. Para su elaboracién, se evaporo el disolvente en el rotavapor y
el crudo obtenido se precipitd de MeOH/i-PrOH. Tras 4h en la nevera, la mezcla se
filtré y se lavd 3 veces con i-PrOH y 3 veces con Et,0. Se obtuvo 10 (216 mg, 83%)
como un sélido blanco.

'H RMN (400 MHz, D,0) 6: 7.21-7.04 (m, 8H), 4.40-4.05 (m, 26H), 4.01-3.51 (m, 566H),
3.51-3.41 (m, 18H), 3.40 (s, 3H), 3.29 (m, 2H). *C RMN (125 MHz, CDCl;) &: 166.9,
156.3, 152.4, 141.5, 129.4, 106.9, 72.4, 71.8, 70.8, 70.3, 70.0, 69.6, 69.0, 63.9, 59.0,
50.7, 40.7, 40.0. IR (KBr, cm'l): 3260, 2887, 2106, 1653, 1114. MALDI-TOF MS (HABA,
reflected mode): m/z calculado: M, 7619.2 [M+Na]’, M, 7560.4, M, 7602.4;
Encontrado: M, 7575.0 [M+Na]*, M, 7746, M,, 7827.
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3.8 Sintesis de PEGs000-[G2]-NH2-HCI

H, (1 atm)
Pd/C, HCI
PEGs5000-[G2]-N3
MeOH
10 12 h, 79%

NH,-HCI
3 NH,-HCI
O o 3

0/ TNHzHC

NH2 HCl

Meo%\/oi/\o NNOMN’ CE( <;§<O\/7“NH2 HCl

113

NH2 HCl

O
0{5 _
CIH-HZN{ ©

3L
3\6 3 NH2 HCI

NH,HC

Se disolvié 10 (200 mg, 26.3 umol) en 2.63 mL de MeOH y se desoxigend la solucién

antes de afadir Pd/C (40 mg, 20% en peso). Se introdujo un globo con hidrégeno y por

ultimo, se anadié HCI 3M (131 ul, 394 umol). Tras 12h bajo agitacién magnética se

filtré la mezcla a través de Celita lavando con MeOH, que posteriormente, se evaporo.

Se obtuvo 11 (160.5 mg, 79.3%) como un sélido amarillo.

'H RMN (400 MHz, D,0) 6: 7.20-7.02 (m, 8H), 4.38-4.02 (m, 26H), 4.02-3.48 (m, 566H),
3.40 (s, 3H), 3.29 (m, 20H). IR (KBr, cm™): 3464, 2891, 1116.

37



PARTE EXPERIMENTAL

3.9 Sintesis de PEGs000-[G3]-N3

Nﬂz\ Q 03;&0 jsgls

O
Ns\{/\ t@\r j\s %3 J<N3
{/\O@ 0 o3

OﬁNS
O”'NH o
7 N
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PEGsg00-[G2]-N3 ——M Meot O~ NNOV\N CE %OV}N»@O\/}N \/;Ns
13
1 24 h, 90% 12 HN 3N3
© Z \Z OUN,
N3 3~0 o 'O
HN Zi
e N

Se disolvid 11 (150 mg, 19.5 umol) y 7 (123 mg, 193 pumol) bajo atmésfera de argdn, en
1.75 mL de CH,Cl, seco. Posteriormente se aifadié EtsN (49 uL, 350 umol), HOBt (35.5
mg, 263 umol) y EDC-HCI (50.3 mg, 263 umol). Se dejo la reaccién con agitacién
magnética durante 24h. Para su elaboracién, se evaporo el disolvente en el rotavapory
el crudo obtenido se precipité de MeOH/ i-PrOH. Tras 4h en la nevera, la mezcla se
filtré y se lavd 3 veces con i-PrOH y 3 veces con Et,0. El sélido fue disuelto en CH,Cl,
que se volvid a precipitar, esta vez de CH,Cl,/Et,0. Se obtuvo 14 (227.5 mg, 90%) en
forma de sélido blanco.

'H RMN (500 MHz, CDCls) 6: 7.14-7.05 (m, 26H), 4.32-4.07 (m, 80H), 3.98 -3.22 (m,
800H), 3.40-3.29 (m, 59H). 3C RMN (CDCl5) &: 167.1, 167.0, 152.7, 152.5, 152.3, 141.0,
129.6, 107.1, 106.9, 72.3, 70.7, 70.6, 70.5, 69.9, 69.8, 69.7, 68.9, 58.9, 50.9, 50.8, 50.7,
50.6, 39.8, 39.7. IR (KBr, cm™): 3275, 2871, 2106, 1652, 1110. MALDI-TOF MS (DHB,
reflected mode): m/z calculado: M, 12994.7 [M+Na]®, M, 12935.9, M, 12977.9;
Encontrado: M, 12438 [M+Na]*, M, 12410.6, M, 12457.0.
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3.10 Sintesis de PEGs000-[G3]-PhCOONa

COONa
COONa COONa

NaoOC (E ? ?
NA
NN
PEG5000-[G3]-N3 Qq N X

N
12 Y o o Ofs COONa
~ N COONa
NaOOC NN o o o \/EN
_ e o
N > NH
N Qe N COONa
o H 3 Ny N
N\//\ Qo s N J
ol 8 .
//@ NaOOC N 3 o) N
Z N
3 O™ H o 0NN )-CooNa
3 3
CuSOQy, Ascorbato sodico NH
COONa
NaHCO; MeO_~ oK N 5 o oj< 3 NNJ/Q
O g ON 0N o o _Lo/N
DMF:H,0 o d 5N N
12 h, 98% NaOOC 0 OS( A 5 OV%NN'N
3 ¢\©\
3
= 7& 8 HN_o N COONa

Se introdujo 12 (30.0 mg, 2.30 umol) y 3 (12.2 mg, 125 umol) en un baldn, donde
fueron disueltos con 0.31 mL de DMF y 0.25 mL de H,0. Posteriormente, se afiadid
NaHCO;3 (21 mg, 0.25 mmol) y disoluciones acuosas de de CuSO4 (31.2 pL, 3.11 umol) y
ascorbato sédico (31.2 uL, 15.5 umol). Se dejé bajo agitacion magnética durante 12 h,
y se ultrafiltré el crudo de reaccion (Amicon® YM3). Se concentrd y se obtuvo 13 (37.0
mg, 99%) como un sélido amarillo.

'H RMN (500 MHz, D,0) : 8.10-8.02 (m, 27H), 7.85-7.77 (m, 54H), 7.58-7.47 (m, 54H),
6.86-6.78 (m, 26H), 4.50-4.40 (m, 54H), 3.91-3.38 (m, 885H). IR (KBr, cm™): 3422 (N-H),
2875 (C-H), 1589 (CO0’), 1112 (C-0).
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3.11 Sintesis de PEGso00-[G3]-PhSO3Na

SO3Na
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Se introdujo 12 (15.0 mg, 1.15 umol) y 4-etinilfenil sulfonato 16 (12.4 mg, 62 umol) en
un balén, donde fueron disueltos con 0.16 mL de DMF y 0.13 mL de H,O.
Posteriormente, se afiadid CuSO,4 en disolucién acuosa (15.6 pL, 1.56 umol) y ascorbato
sédico (15.6 plL, 7.80 umol). Se dejé bajo agitacion magnética durante 12 h, y se
procedidé al ultrafiltrado del crudo de reaccién (Amicon® YM3). Se concentré y se
obtuvo 17 (21.7 mg, 99%) como un sélido blanco.

'H RMN (500 MHz, D,0) &: 8.15-8.08 (m, 27H), 7.75-7.67 (m, 54H), 7.65-7.55 (m, 54H),

6.91-6.81 (m, 26H), 4.51-4.44 (m, 54H), 3.91-3.38 (m, 885H). IR (KBr, cm™): 3444 (N-H),
2874 (C-H), 1583 (CO0O’), 1124 (C-0).
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3.12 Sintesis de PEGs000-[G3]-0OSO3Na
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Se introdujo 12 (30.0 mg, 2.31 pumol) y 4-pentinil sulfato 5 (34.8 mg, 187 umol) en un
balén, donde fueron disueltos con 0.31 mL de DMF y 0.25 mL de H,0. Posteriormente,
se afadié CuSO,en disolucidn acuosa (31.2 pL, 3.12 umol) y ascorbato sédico (31.2 pL,
15.6 umol). Se dejo bajo agitacién magnética durante 12 h, y se ultrafiltré del crudo de
reaccion (Amicon® YM3). Se concentrd y se obtuvo como un sélido 18 (40.8 mg, 98%).

'H RMN (500 MHz, D,0) 8: 7.84-7.77 (m, 27H), 7.17-7.08 (m, 26H), 4.57-4.51 (m, 54H),
4.21-4.07 (m, 80H), 4.06-3.99 (m, 54H), 3.94-3.53 (m, 800H), 3.43 (s, 3H), 3.28-3.23 (m,
2H), 2.77-2.68 (m, 54H), 2.02-1.92 (m, 54H). IR (KBr, cm™): 3444 (N-H), 2874 (C-H),
1583 (COO), 1124 (C-0).
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3.13 Sintesis de PEGs000-[G3]-COONa
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Se introdujo 12 (30.0 mg, 2.30 umol) y 19 (12.2 mg, 125 umol) en un baldn, donde
fueron disueltos con 0.31 mL de DMF y 0.25 mL de H,0. Posteriormente, se afiadid
NaHCO3 (21 mg, 0.25 mmol) y disoluciones acuosas de CuSO4 (31.2 uL, 3.11 umol) y
ascorbato sédico (31.2 uL, 15.5 umol). Se dejo bajo agitacion magnética durante 48 h,
y se ultrafiltré el crudo de reaccién (Amicon® YM3) lavando con agua MilliQ. Se

concentrd y se obtuvo 20 (37.0 mg, 99%) como un sélido blanco.

'H RMN (D,0) &: 7.80-7.76 (m, 27H), 7.63-7.42 (m, 26H), 4.61-4.47 (m, 54H), 4.24-4.02
(m, 80H), 3.97-3.50 (m, 800H), 3.43 (s, 3H), 3.28-3.22 (m, 2H), 2.96-2.86 (m, 54H), 2.55-
2.47 (m, 54H). IR (KBr, cm™): 3392 (N-H), 2871 (C-H), 1581 (CO0’), 1117 (C-O).
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3.14 Sintesis de Propargil 7-hidroxi-4-metil-3-cumarilamida

EDC

DMF

Se introdujeron acido 7-hidroxi-4-metil-3-cumarilacético (HMCA) 21 (30 mg, 0.129
mmol) y EDC (30.7 mg, 0.160 mmol) en un balén bajo atmdsfera de argdn. Se
disolvieron con 2.58 mL de DMF y posteriormente se anadié propargilamina 22 (10.26
pL, 0.160 mmol). El crudo de reaccion se purifico mediante MPLC en gradiente CH,Cl,; -
CH,Cl,/MeOH (5%), obteniéndose 23 (13.3 mg, 38%).

'H RMN (D,0) 8: 7.60 (d, J=8.80 Hz, 2H), 6.78 (dd, J:=8.80 Hz, J,=2.40 Hz, 2H), 6.67 (d,
J=2.30, 2H), 3.91 (d, J=2.41, 2H), 3.60 (s, 1H), 2.55 (t, J=2.55 Hz, 1H), 2.37 (s, 3H).
HR ESI-MS m/z: Calculado C35sH13NNaO, [M+Na]*; 294.0737; Encontrado 294.0739.
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3.15 Sintesis PEGso000-[G3]-HMCA-N3
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Se introdujo 12 (29.2 mg, 2.24 umol) en un balén, donde fue con 0.31 mL de DMF y
0.29 mL de H,0. Posteriormente, se anadieron disoluciones acuosas de 23 (182 uL,
3.36 umol), CuSO4 (31.2 pL, 3.11 umol) y ascorbato sédico (31.2 pL, 15.5 umol). Se dejo
bajo agitacion magnética durante 48 h, y se ultrafiltro el crudo de reaccion (Amicon®
YM3) lavando con agua MilliQ. Se concentré y se obtuvo 24 (29.5 mg, 98%) como un
sélido.

'H RMN (500 MHz, DMSO-d6) &: 8.45 (sa, 14H), 7.84 (s, 1.2H), .7.63-7.52 (m, 1.2H),
6.82-6.73 (m, 1.2H), 4.50-4.43 (m, 2.4H), 4.30-4.24 (m, 24H), 4.18-4.00 (m, 80H), 3.82-
3.24 (m, 858H), 2.31-2.23 (m, 3.6H).
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3.16 Sintesis de PEGs000-[G3]-HMCA-PhCOO:Na
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Se introdujo 22 (11.8 mg, 0.888 umol) y 3 (10.5 mg, 72 umol) en un balén, donde
fueron disueltos con 240 pL de DMF y 96 pL de H,0. Posteriormente, se afiadid
NaHCOs; (8.1 mg, 96 umol) y disoluciones acuosas de CuSO4 (12 uL, 1.19 umol) vy
ascorbato sédico (12 pL, 6.00 umol). Se dejé bajo agitacion magnética durante 12 h, y

se ultrafiltr el crudo de reaccién (Amicon” YM3). Se concentrd y se obtuvo 23 (12.1

mg, 77%) como un sélido amarillento.

'H RMN (500 MHz, D,0) &: 8.12-8.03 (m, 27H), 7.85-7.74 (m, 52H), 7.59-7.47 (m, 52H),
6.86-6.77 (m, 26H), 4.50-4.39 (m, 54H), 3.91-3.37 (m, 885H). IR (KBr, cm™): 3422 (N-H),
2875 (C-H), 1589 (CO0’), 1112 (C-0).
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3.17 Sintesis de PLL-Alexa 488

RNH{ _Co

- +
Br NH3

25

RNH ]

Se introdujo en un balén PLL-HBr (800 pL, 0.32 umol, M,=12485) en disolucién acuosa
0.1M de NaHCO; pH=8.5. A continuacién, se afadié Alexa Fluor® 488 éster de
succinimidilo 25 (40 uL, 0.64 umol) disuelto en DMSO seco, que se mantuvo bajo
agitacion magnética a t.a. durante 12h. La mezcla de reaccion se purificd con filtros de
centrifugacién Amicon® Ultra-4 (MWCO 3000 Da) lavando con agua MilliQ y disolucién
0.01M de HBr, para dar la PLL etiquetada 27 (3.6 mg, 83%). Un grado de
funcionalizacién de 0.6 para la PLL etiquetada, fue determinado mediante la
absorbancia a 494 nm (€495=73000 cm™*M™).
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3.18 Micelas PIC

PEGs000-[G3]-PhCOONa (13), PEGspp0-[G3]-COONa (20), PEGs000-[G3]-PhOSO3Na (17) y
PEGs000-[G3]-OSOsNa (18) se disolvieron separadamente en una mezcla de Na,HPO,4 10
mM/NaOH 0.1 M (15% v/v). Hidrobromuro de Poli-L-lisina (Mw= 14158, GP=68) se
disolviéo en una soluciéon de NaH,PO, 10 mM. Todas las disoluciones se filtraron a
través de filtros de nylon de 0.45 um. Las micelas PIC se prepararon mezclando las
disoluciones de copolimero de bloque anidnico y polilisina en relacién de cargas 1:1,
para dar disoluciones de pH=7.4, que se dejaron envejecer durante un minimo de 30
minutos, antes de su analisis.
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3.19 Reticulacion de micela PIC

Se prepard 1 mL de la micela PIC (1.37 mg/mL) formada entre PEGsppo-[G3]-PhCOONa
(13) y PLLgg, como se detalla en el apartado anterior. Se dejé estabilizar durante 1h
bajo agitacion magnética, y se afiadié EDC (30.6 pL, 50 mg/mL en disolucion acuosa).
Se dejo la mezcla durante 2h y, posteriormente, se dializaron las micelas resultantes
con PBS 10 mM a pH=7.4 durante 12h.
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3.20 Cuantificacion de polilisina libre

La cuantificacidn de polilisina libre en disolucidn, se realizo siguiendo la derivatizacidn
mediante OPA*®. Para ello se preparé la micela y se dejo envejecer durante 1h.
Posteriormente, se procedié a su ultracentrifugacion (3h, 50000 rpm) y el
sobrenadante se diluyé con 0.4M de dacido bérico a pH=9.7. De esta disolucidn, se
situaron 50 pL en una placa de 96 pocillos donde se le anadieron 50 pyL de una
disolucion fluorimétrica de ensayo (0.04% (w/v) o-ftaldehido, 0.1% (v/v) éter dietilico,
0.2% (v/v) B-mercaptoetanol en acido bérico). La fluorescencia se midié en un lector
placas (Berthold Tech. Mithras LB 940) siendo 355 nm, la longitud de onda de
excitacion, y 460 nm, la longitud de onda de emisién. El contenido de PLL se calculé
extrapolando los valores de fluorescencia a la recta de calibrado preparada con
disoluciones patrén. Finalmente, el porcentaje de PLL libre se calculé teniendo en
cuenta el total de PLL presente para la formacién de la micela.

*® Benson JR, Hare PE. Proc Natl Acad Sci U S A. 1975;72(2):619-22.
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3.21 Test de citotoxicidad

La viabilidad de células A549 se determiné usando el método clasico®’ conocido como
MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol). En resumen, se
incubaron 4000 células por pocillo, en una placa de 96 pocillos, con 100 uL de DMEM
completo (10% de SFB, 1% de Penicilina/Estreptomicina y Glutamina) a 37°C en
atmdsfera de 5% CO,. Transcurridas 24h, se sustituyd el medio existente por medio
gue contenia los componentes a testar, disueltos a diferentes concentraciones. Se dejo
un tiempo de incubacion de 24h, tras el cual se adicionaron 10 puL de MTT (de una
disolucion 5mg/mL en suero) a cada pocillo. Tras permanecer 4h a 37°C en atmdsfera
con 5% de CO,, se anadieron 100 plL de disolucion solubilizante de MTT (SDS 10%,
0.01M HCI en agua MilliQ). La absorbancia fue medida a 620 nm en un lector de placas
(Berthold Tech. Mithras LB 940).

* Mosmann, T. J. Immunol. Methods 1983, 65, 55.
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3.22 Estudios de internalizacion

La monitorizacidn de los compuestos fluorescentes 25 y 27 se llevd a cabo en células
A549 en DMEM completo a 37°C en atmédsfera de 5% CO,. Para eliminar las moléculas
no unidas a las células, éstas se lavaron tres veces con PBS pH=7.4. Después de la
incubacién con los compuestos a ensayar y el posterior lavado, las células A549 se
mantuvieron en DMEM a 37°C en atmdsfera de 5% CO,, y se observaron a los tiempos
indicados. Los organulos dacidos fueron tefiidos con Lysotracker Red® a una
concentracion de 50 nM, durante 30 min a 37°C en atmadsfera de 5% CO,.
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4.1 Sintesis del copolimero de bloque dendritico:

La sintesis del copolimero de bloque 8, 10 y 12 se llevd a cabo siguiendo una
ruta divergente, es decir, el crecimiento de la fracciéon dendritica se realizdé desde el
punto focal hacia la periferia. Fueron sintetizadas tres generaciones azido-dendriticas
G1, G2 y G3; construidas mediante reacciones sucesivas de hidrogenacion (activacion)
y acoplamiento peptidico (crecimiento), que se resumen en el Esquema 3.

Ns N, N

PEG-NH, (6) N, 3 s N
EDC,HOB, : )S (}\ 70 OTs
CH,Cl, N 3
oEGN \/‘};N?' HO,C O, "o ﬁN
92% s ”3
O. O
PEG{G1}-N; 3 Ns N, Ny

8 ¢ Q(/\o N
@ 7 ;@T &g
1. H, o@oﬁyz
Pd/C,HCI, MeOH j‘g

2.7, EDC, HOBt N

3
N.
CH,Cl, ? 3°
1. H, Pd/C,HCI, MeOH
83% 5 o 2.7, EDC, HOBt CH,CI PEG-NH Ow\** OV%N Vm
N -, , 2Ll
o/ Ms
3NH Ny 90% H o
OI g 0’\,3m3
0 (0] N 0O
PEG-NH O\/%H)L@éo\/tm Ea N 3
0. Q 3 N3

3 3 0
PEG(—E%)Z]-N3 Q)ng\% ;,‘? 5{0 OO\%—N:‘ PEG(-5C25;3]-N3
3 : N 0

3 N3 3

O

Esquema 3: Preparacion de PEGsgog-[G1]-N3, PEG5o00-[G2]-N3 y PEGs5g00-[G3]-N;.

La preparacidén del copolimero de bloque dendritico® 12 comenzé con el
acoplamiento peptidico entre PEGsg00-NH; (6) y el acido 7% (EtsN, EDC, HOBt, CH,Cl,),
dando lugar al copolimero de bloque PEGsp0-[G1]-N3 (8), que se purificd por
precipitacion (92%). El compuesto fue identificado por *H RMN, por la aparicién en el
espectro de las sefiales correspondientes a los protones aromaticos (7.25 ppm) y los
protones metilénicos en a al grupo azida (3.53-3.48 ppm), a la vez que desaparecieron
los protones en a al grupo amino (3.05-2.95 ppm).

Para la sintesis del copolimero de bloque PEGsg-[G2]-Ns (10), los grupos
azida terminales de 8 se redujeron mediante hidrogenacion catalitica (Pd/C 20%, HCI,
MeOH, 1 atm H,, 4h) para dar lugar al correspondiente PEGsggo-[G1]-NHsCl (9) (95%).
Este producto se identificé por *H RMN en D,0, mostrandose la total desaparicién del
multiplete a 3.43-3.39 ppm asignable a los protones metilénicos a a la azida, a la vez

38 Fernandez-Megia, E.; Correa, J.; Riguera, R. Biomacromolecules, 2006, 7, 3104-3111.
* Amaral S., Fernandez-Villamarin M., Correa J., Riguera R., Fernandez-Megia E., Org. Lett. 2011, 4522-
4525,
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que se observo la apariciéon de un multiplete a 3.25-3.21 ppm, propio de protones
metilénicos a a aminas primarias protonadas, como se muestra en la Figura 14:

PEG, -[G2]-N,

5000

PEG,-[G1]-NH -HCI

5000

PEG,-[G1]-N, I

5000

L~

: : ! : : : : ‘
ppm 4.00 3.50

Figura 14: *H RMN en D,0 de los compuestos PEGi;000-[G1]-NH,-HCly PEG5g00-[G1]-Nj3,

Ademas, se realizd un espectro IR para comprobar la desaparicién de la banda
correspondiente al grupo azida a 2100 cm™. A continuacién, mediante acoplamiento
peptidico con la unidad de repeticion 7, se obtuvo el copolimero de bloque dendritico
PEGs000-[G2]-N3 (10). La sintesis del compuesto PEGsppo-[G3]-N3 se consiguié usando la
misma secuencia: hidrogenacidn de los grupos azida de 10, seguida del acoplamiento
de la unidad de repeticion GATG. El compuesto 12 se obtuvo en un 90% de
rendimiento y mostrd las sefiales esperadas en sus espectros de *H RMN (D,0) e IR.

Todos los compuestos 8, 10 y 12 correspondientes a G1, G2 y G3,
respectivamente, se purificaron por precipitaciéon en i-PrOH/MeOH. Ademas, en el
caso del compuesto 12, se procedid a precipitarlo también de CH,Cl,/éter dietilico.

4.1.1 Reaccion CuAAC:

La etapa final en la sintesis del copolimero dendritico anidnico fue la
funcionalizacién del copolimero de bloque mediante reaccion de cicloadicidon [3+2]
azida-alquino catalizada por cobre (CuAAC). Esta reaccion se llevd a cabo para PEGsggo-
[G3]-N3 con acido 4-etinilbenzoico (3), acido 4-pentinoico (19), el sulfato 5 y 4-
etinilfenil sulfonato (16). En todos los casos, el procedimiento fue idéntico, disolviendo
el PEGso00-[G3]-N3 v el acido o sulfato correspondiente en H,O/DMF 1:1. Para el caso
de la funcionalizacién con los acidos carboxilicos, se afiadié también NaHCOs para
mantener pH basico y favorecer la cinética de la CUAAC. Como precatalizadores de esta
reaccidon se emplearon, en todos los casos, el sulfato de cobre y ascorbato sddico, que
reaccionaron para dar lugar a la especie activa Cu'.
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Esquema 4: Funcionalizacion de PEG;y-[G3]-N3 con grupos anidnicos mediante CuAAC.

La purificacion de los productos se llevd a cabo mediante ultrafiltracién con
membranas de celulosa regenerada (Amicon® YM3). La caracterizacién de los
productos de reaccidén se realizd por 'H RMN en D,0 gracias a la aparicion de las
sefiales aromaticas correspondientes al triazol (& 8 ppm), y la desaparicién de la sefial a
0 3.4 ppm correspondiente a los protones en a al grupo azida. Ademas, la
funcionalizacién completa se confirmdé mediante un espectro IR, para descartar la
presencia de grupos azida, mediante la desaparicién de la sefial a 2100 cm™, como se
muestra en la Figura 15:
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Figura 15: Espectro IR de PEG5q0y-[G3]-PhCO, y PEG;000-[G3]-Ns3.

4.2 Micelas PIC

Las micelas PIC son un tipo de micelas formadas por la atraccién electrostatica
entre dos o mas componentes poliméricos. En los Ultimos afios, las micelas poliméricas
han despertado gran interés como vehiculos para el transporte de farmacos. Sin
embargo, estas micelas presentan como principal limitacion su estabilidad en
condiciones fisiolégicas (pH=7.4, 37°C y 150 mM NacCl), principalmente debido a la
concentracion salina. Las micelas PIC son sensibles a la fuerza idnica, ya que la
presencia de sales origina la pérdida de la interaccidon electrostatica entre los
componentes y causa la rotura micelar. Para superar esta limitacién, se detalla a
continuacion un estudio de la formacién y estabilidad de micelas PIC, en las que uno
de los constituyentes es un copolimero de bloque dendritico.

4.2.1 Preparacion de micelas PIC:

Las micelas PIC fueron preparadas mediante la mezcla de los copolimeros
dendriticos anidnicos (13, 17, 18 y 20) con polilisina (PLL), en una relacién de cargas 1:1.
Esta relacidn de cargas fue determinada por el grado funcionalizaciéon del dendrimero
(veintisiete grupos cargados) y las cantidades equivalentes de monémero de polilisina,
asumiendo una ionizacidén completa en ambos casos. Para garantizar este hecho, el
copolimero dendritico anidnico se disolvié en una mezcla 10 mM Na,HPO, (85% v/v) y
NaOH 0.1M (15% v/v), dando lugar a una disolucién con pH=12, mientras que la
polilisina se disolvio en 10 mM NaH,PO, (pH=5). Ambas disoluciones son filtradas a
través de filtros de nylon de 0.45 um, para eliminar particulas de polvo, antes de
proceder a mezclarlas bajo agitacion magnética.
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Figura 16: Representacion de la formacion de una micela PIC, compuesta por la interaccién electroestatica entre
PLL y el copolimero dendritico anidnico.

El proceso de formacién y rotura de las particulas se evalué mediante
medidas de DLS (Dynamic Light Scattering). Se observé que en aquellos histogramas
pertenecientes tanto a los copolimeros dendriticos anidnicos, como a la polilisina,
existian especies de tamafios siempre inferiores a 10 nm, y con polidispersiones muy
altas. Sin embargo, una vez formada la micela en las condiciones mencionadas, los
histogramas mostraban especies de didmetros entre 20 y 30 nm, segun las especies
empleadas, y con una polidispersion menor a 0.2, en todos los casos.
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Figura 17: A) Histogramas de DLS de la disolucién de PLL¢z en 10 mM NaH,PO,, PDI=0.640; B) Disolucion de PEGsggo-
[G3]-PhCO, en 10 mM Na,HPO,y 15% 0.1 M NaOH, PDI=0.916; C) Micela de PEG;y5-[G3]-PhCO, y PLL¢g, d=33nm,
PDI=0.060.

Como se ha dicho anteriormente, la estabilidad de las micelas PIC es un factor
determinante en su aplicacién como sistemas de transporte de farmacos. Por tanto,
fue necesario evaluar la estabilidad de las micelas formadas. Para ello se procedid a
someterlas a concentraciones crecientes de cloruro de sodio, ya que aumentando la
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fuerza idnica del medio se produce el apantallamiento de cargas y con ello, se pierde la
interaccion electrostatica responsable de la organizacién de la micela PIC.

El procedimiento empleado consistid en estudiar los histogramas de las
micelas sometidas a diversas concentraciones de cloruro de sodio, en busca de la
aparicidon de especies menores a 10 nm, pertenecientes al copolimero de bloque y a la
polilisina libre. Siguiendo este método, se observé una diferencia muy notoria entre las
micelas preparadas a partir de PEGsggo-[G3]-PhCO, y PEGsg00-[G3]-CO,, ya que para el
caso de las primeras se observé su completa desorganizacién a 750 mM NaCl. En
cambio, aquellas micelas obtenidas con PEGsg-[G3]-CO, presentaron rotura
inmediata al someterlas a 150 mM NacCl.

Este hecho se atribuye a la presencia de los anillos aromaticos presentes en
PEGs000-[G3]-PhCO,, que originan una estabilizacidn adicional por efecto hidrofébico.
Este efecto también fue observado en micelas formadas por PEGsgge-[G3]-0OSO3 vy
PEGs000-[G3]-PhSO3’, ya que las micelas de sulfato fueron estables hasta 150 mM NacCl
mientras que las de sulfonato aguantaron perfectamente 1000 mM de NaCl. Puede
observarse esto en la Figura 18, donde los histogramas de DLS de PEGsg0-[G3]-0OSO3 a
200 mM de NaCl muestran la existencia de especies menores a 10 nm, signo de rotura;
mientras que para el caso de las micelas formadas con PEGspg0-[G3]-PhSO3’, la micela
permanece intacta a una concentracién de 1000 mM de NaCl.
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Figura 18: Histogramas de DLS de A) la micela formada por PEGsgg-[G3]-OSO; y PLLgg a 200 mM de NaCl durante
1h; B) Histogramas de DLS de la micela de PEG5q00-[G3]-PhOSO; "y PLLgg a 1000 mM de NaCl durante 1 h.

Por tanto, queda probado que la introducciéon de un anillo aromatico, en el
grupo funcional elegido, proporciona una estabilizacion extra, que puede ayudar a
solventar uno de los principales problemas de micelas PIC: el apantallamiento de
cargas al incrementar la fuerza iénica.

4.2.2 Polilisinas con diferentes pesos moleculares

El siguiente estudio de estabilidad, se realizé con micelas PIC preparadas con
PEGs5000-[G3]-CO," y PEGs000-[G3]-PhCO; vy polilisinas de diferentes pesos moleculares,
con el propdsito de evaluar el efecto de la longitud del polimero de polilisina. Para ello,
se utilizaron dos polilisinas diferentes a la empleada habitualmente (Mw= 14158,

58



RESULTADOS Y DISCUSION

GP=68): una de mayor peso molecular (Mw= 43852, GP=210) y otra de menor peso
molecular (Mw= 8395, GP=40). El procedimiento empleado consistié en preparar
micelas PIC con las distintas PLL y someter estas particulas a la misma fuerza idénica
para comprobar si se observaba un comportamiento diferente segun la PLL empleada.

En un primer experimento, se prepararon micelas con PEGsgo-[G3]-CO, y
ambas polilisinas. Se observé una pequeiia diferencia del tamafo de la micela segun la
polilisina empleada. Para la PLL4 se obtuvieron particulas con un didmetro de ~16 nm
mientras que para PLLeglas particulas fueron de ~21 nm y para PLL;;9 de ~23 nm. Asi,
parece que el hecho de aumentar el peso molecular de la polilisina empleada,
aumenta ligeramente el tamano de la micela.
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Figura 19: Histogramas de DLS de A) Micela compuesta por PEGsgg-[G3]-CO, Y PLLsy, d=16nm, B) Micela de
PEGg00-[G3]-CO, y PLL;;0, d=23nm.

Una vez obtenidas las dos micelas con distintas PLL se sometieron a 50 mM de
NaCl durante el mismo tiempo y condiciones, observidndose un comportamiento
sustancialmente diferente para los dos sistemas. Se muestra en la Figura 20 como la
micela formada con PLL4g estad desestabilizada, ya que se observan poblaciones menos
a los 10 nm, mientras que la micela formada con PLL,;o permanece intacta.
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Figura 20: Histogramas de DLS de A) Micela compuesta por PEGsgg0-[G3]-CO, y PLLy; a 50 mM de NaCl B) Micela
de PEGSOOO'[Gsl'COZ-y PLLZIO a 50 mM de NaCl.

El mismo comportamiento, tanto de estabilidad como de aumento de tamafio
al aumentar el peso molecular de PLL, fue observado para las micelas formadas a partir
del copolimero de bloque PEGsg-[G3]-PhCO, con las distintas polilisinas. Se
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obtuvieron micelas de 26 nm para la micela formada con PLLy y ligeramente mayores,

de 35 nm, para la micela formada con PLL,3,. Estos resultados pueden observarse en
Figura 21:
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Figura 21 A) Micela compuesta por PEGsg-[G3]-PhCO, y PLL 4; d=~26nm, B) micela de PEGsgg,-[G3]-PhCO,y
PLL 2107 d=~35nm.

En esta ocasion, las micelas PIC fueron sometidas a una fuerza iénica mayor,
550 mM de NaCl. El comportamiento fue andlogo al caso de las micelas preparadas
con el copolimero de bloque no modificado con el anillo aromatico: se encontré que
las micelas formadas con la polilisina de menor peso molecular formaban micelas

menos estables, ya que se obtenian especies de menos de 10 nm, como se observa en
Figura 22.
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Figura 22: Histograma de DLS de A) Micela compuesta por PEGsgo-[G3]-PhCO, y PLL,, a 550 mM NaCl B) Micela de
PEGsooo'[G3]'Phc02-y PLLZIO a 550 mM de NaCl.

Por consiguiente, se han encontrado dos métodos para aumentar la
estabilidad de micelas formadas por la interaccidén electrostatica de un copolimero de
blogue dendritico y polilisina, tanto la introduccién de un anillo aromatico como el
empleo de polilisina de mayor peso molecular.

Existe un interés afiadido en micelas formadas por copolimeros de bloque
modificados con grupos carboxilatos, ya que éstos poseen un pKa~5. Este hecho
otorga al sistema sensibilidad al pH, ya que en condiciones acidas los carboxilatos se
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protonaran y, como consecuencia, la interaccidon electrostatica se perderd dando lugar
a la rotura de la micela.

4.2.3 RoturaapH=5

El efecto de pH acidos en estas micelas compuestas por PEGsg-[G3]-PhCO, 'y
PLLeg, se evallo sometiendo las micelas PIC a dialisis con 50 mM de tampdn acetato a
pH=5y 37°C. Se encontrd que tras permanecer 70 h bajo estas condiciones se producia
la completa desaparicion de la micela PIC, mientras que a PBS pH=7.4 permanecia
estable. Para el caso de las micelas formadas con PEGsggo-[G3]-CO, y PLLgg también se
observé la rotura de la micela al someterla a pH acidos. Esta rotura fue consecuencia
de la protonacidén de los grupos carboxilatos, lo cual originé la pérdida de interaccién
electrostdtica, y con ello la disociacion micelar. Para verificar esta hipodtesis, se
procedio al reticulado de estas micelas, es decir, a la formacién de un enlace covalente
amida entre el grupo carboxilato y amina, en vez de la atraccidn electrostatica.

Para reticular estas micelas, se prepararon en las condiciones habituales v,
después de mantenerlas bajo agitacion magnética durante 1 h, se les anadié una
disolucién acuosa de EDC, que se dej6 reaccionar durante 2 h. Para eliminar la EDC se
dializaron las micelas con PBS pH=7.4 durante 12 h. Las micelas reticuladas se
sometieron a un tampdn acetato 50 mM pH=5 y se mantuvieron intactas durante mas
de 8 dias.
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Figura 23: A) Micela de PEGgp-[G3]-PhCO, y PLLg formada por la interaccion electrostatica que, tras
permanecer 70h a pH=5, se desestabiliza, B) Micela de PEGsyy-[G3]-PhCO, y PLLg reticulada que tras
permanecer 8 dias a pH=5, se mantiene estable.

Estas micelas reticuladas también presentan mayor estabilidad a la fuerza
idnica, ya que ahora la unién es covalente y no se afecta por el apantallamiento de
cargas. Para probar esto, se sometieron las micelas a una fuerza idnica de 1 M de NaCl
y no se observaron signos de desestabilizacion, al contrario de lo que sucede con las
no reticuladas.

Por tanto, queda probado que aquellas micelas PIC formadas por la
interaccion electrostatica de un grupo carboxilato y un grupo amina, son sensibles al
pH. Esta caracteristica las hace muy interesantes para sistemas de transporte de
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farmacos, ya que tienen la capacidad de permanecer estables en condiciones
fisiolégicas simuladas (150 mM NaCl, 37°C) pero bajo pH=5 se promueve su disociacion,
y por tanto, la liberacién de un posible farmaco retenido en su interior. Estas
condiciones de pH 4cidos se dan en los tejidos tumorales pH~6.5, debido a la mayor
generacion de CO, como consecuencia de crecimiento masivo y un metabolismo
descontrolado, y también en endosomas/lisosomas (pH~5). Por todo esto,
considerando las posibilidades de estos sistemas, se realizé un estudio mas exhaustivo
de micelas formadas entre PEGsgo-[G3]-PhCO, y PlLeg, por ser éstas las micelas
estables a condiciones fisioldgicas simuladas (37°C, 150 mM NaCl) sensibles al pH.

4.2.4 Medidas de AFM

Para visualizar las particulas formadas entre PEGsgpo-[G3]-PhCO;, y PlLLgg, se
realizaron experimentos de AFM (Atomic Force Microscopy). Para esto se depositaron
las micelas PIC en disolucién de PB sobre una superficie de silicio y se dejaron secar a
temperatura ambiente. Las imagenes obtenidas (Imagen 1) fueron tomadas en modo
de contacto intermitente, y en ellas se puede observar micelas con un didametro medio
de 29 nm £ 5 nm, en el plano XY.

0.0 1: Height 12um

Imagen 1: Imagen de AFM de las micelas PIC formado porPEGs0-[G3]-PhCO, y PLLgg.
4.2.5 Medidas de carga superficial: potencial {

Al igual que el tamafio y la morfologia, el potencial { es un pardmetro
importante en un sistema de transporte de fdrmacos, ya que es un factor
determinante en su estabilidad. El potencial T se define como el potencial que existe
en una capa delimitante, llamada ‘superficie de corte hidrodinamico’. Esta superficie es
hipotética y representa el limite entre los iones que se mueven libremente en el
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disolvente y los iones que difunden con la particula, y que por tanto, forman parte su
capa dieléctrica. Se muestra en el Esquema 5 una representacidon de una particula
cargada negativamente donde estdn indicados la doble capa eléctrica, la capa de
difusién y la superficie de corte hidrodinamico.

Doble capa
eléctrica

o
©f o @ @
- A0 |\
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. ‘

Esquema 5: Representacion de una particula esférica cargada negativamente donde se muestra la doble capa
dieléctrica, la capa de difusion y la superficie de corte hidrodinamico.

Para el sistema de PEGsp0-[G3]-PhCO, " y PLLgg se probaron diferentes ratios
de carga positiva/negativa, con el propdsito de estudiar la formacion de particulas con
diferente densidad de carga a pH=7.4. Los resultados obtenidos mostraron como la
micela formada con una ratio 1:1 presenta unos valores de potencial { de -8.00 + 8.36
mV, es decir, un potencial zeta cercano a cero. También se formaron dos micelas
diferentes con una ratio 1.5:1 y 2:1, se observaron en estos casos potenciales zeta
ligeramente mds positivos pero con una desviacidén estandar muy alta. La estabilidad
de estas micelas se estudié bajo condiciones fisiolégicas simuladas (150 mM NaCl y
37°C) y se observd que las micelas formadas con una ratio distinta de 1:1, mostraban
sintomas de agregaciéon y de rotura a las pocas horas de permanecer en esas
condiciones. Sin embargo, las micelas con ratio 1:1 permanecian estables en estas
condiciones durante mas de una semana.

Por tanto, las micelas de PEGsggo-[G3]-PhCO, y PLLgg de ratio 1:1 fueron las
mas estables con un potencial zeta préximo a cero. Este hecho resulta muy atractivo
en el disefo de sistemas de transporte de farmacos, ya que reduce las interacciones
con otras moléculas cargadas, como proteinas, componentes esenciales de un sistema
vivo. Dichas interacciones pueden resultar en la desestabilizaciéon del sistema de
transporte, por ejemplo, originando fendmenos de agregacion y/o precipitacion. Por
este motivo, se escogid la micela PIC formada entre PEGsg0-[G3]-PhCO; vy PLLgg y ratio
de cargas 1:1 para los estudios que se detallan a continuacién.

4.2.6 Cuantificacion de polilisina libre

Para comprobar la eficacia de formacion de la micela PIC entre PEGsgqo-[G3]-
PhCO, vy PLLgs, se llevd a cabo una determinacidn cuantitativa de la polilisina libre que
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no se encuentra formando parte de la micela. Para ello, se empled la técnica de
derivatizacién mediante o-phtalaldehido (OPA)*, un método ampliamente utilizado
para la determinacién de aminoacidos. El método consiste en hacer reaccionar aminas
primarias, en medio bdsico pH=9-11, con mercaptanos (R-SH) y OPA, obteniéndose
como producto un derivado de isoindol, que puede ser cuantificado por fluorescencia.

O
s/\/OH
H —
+ Ho/\/SH + R—NH, —— N—R
H S
(0]
o-phtalaldehido B-mercaptoetanol Amina libre Isoindol

Para separar la polilisina libre de aquella que esta formando parte de la micela
PIC, se realizé una ultracentrifugacién. Esta técnica es un tipo de centrifugacién donde
el rotor se sitla en una cdmara de vacio, siendo capaz de alcanzar altas velocidades
debido a la menor friccién. Con este sistema se consiguen fuerzas centrifugas muy
grandes, lo cual permite la sedimentacidon de compuestos de pequeno tamafo, que de
otra manera seria muy dificil.

Para cuantificar la polilisina libre se formd la micela entre PEGsgg0-[G3]-PhCO;”
y PlLgs, y se dejo bajo agitacion magnética durante 1 h. Después, se procedié a su
ultracentrifugacion durante 3 h a 50000 rpm. Por otra parte, se preparé una disolucién
de polilisina (10 mM PB pH=7.4 y 150 mM NaCl), que se diluyé con acido bdrico
(pH=11), para obtener distintas concentraciones de polilisina (disoluciones patrén) y
generar una recta de calibrado, que se detalla en Gréfico 1:

40 Benson, J.R.; Hare, P.E., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1975, 73, 619 -622.
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Grafico 1: Representacion de las distintas disoluciones patron de polilisina, segun la derivatizacion de método
OPA.

El andlisis y representacion de los datos obtenidos para las disoluciones
patron, generé como resultado una recta, es decir, existe una relacién lineal entre la
concentraciéon de aminas libres y la respuesta fluorescente. Finalmente, se realizé la
representacién del sobrenadante de la micela PIC, para esto fue necesario la dilucién
de la muestra del sobrenadante con un tampdn de acido bdrico a pH=11, ya que la
reaccion es dependiente del pH. Por este motivo, se representa en abscisas el factor de
dilucién en tanto por uno.
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Grafico 2: Fluorescencia obtenida para el sobrenadante de la micela formada por PEGgy-[G3]-PhCO, y PlLgg
cuando se somete a la derivatizacion por el método OPA.

Extrapolando los resultados obtenidos con la respuesta del sobrenadante y la
recta de calibrado, se calculé el porcentaje de polilisina libre. Este resulté ser del 3% en
la micela PEGsggo-[G3]-PhCO, y PLLgg, lo cual prueba que la formacidén de esta micela
PIC es altamente eficiente, y la practica totalidad de la polilisina se encuentra
formando parte de la micela.
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4.3 Citotoxicidad

Para conocer la toxicidad vinculada a PllLeg, los copolimeros de bloque
dendriticos (PEGsggo-[G3]-PhCO, y PEGsp00-[G3]-CO;’) y de la micela formada entre
PEGs000-[G3]-PhCO, y PLLeg, se realizd un ensayo de MTT. Para este estudio*
utilizaron células A549, células epiteliales de adenocarcinoma de pulmdén humano, que
fueron incubadas con los tratamientos durante 24 horas, antes del analisis. En este
tipo de estudios se considera que los tratamientos no son téxicos cuando la viabilidad
celular es del 80% o superior.

En primer lugar, se realizé el ensayo MTT para la PLLggs. Los resultados, que se
muestran en el Gréfico 3, revelan el efecto drdstico que posee la polilisina, es decir, a
la concentracion de 0.04 mg/mL la viabilidad celular es practicamente nula, mientras
que a una concentracion de 0.008 mg/mL la viabilidad pasa a ser del 100%. Esto
apunta la existencia de una concentracién critica de polilisina por encima de la cual se
produce la necrosis celular de forma masiva. Este efecto de muerte celular puede estar
relacionado con las cargas positivas que presenta la polilisina, debido a los grupos
amino, que pueden interaccionar electrostaticamente con los grupos fosfato de la
membrana celular, y a una concentracidon elevada, producir su desestabilizacion y
rotura.

Ensayo MTT de PLL
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Grafico 3: Viabilidad de la PLLgg mediante un estudio de MTT con células A549 y tiempos de incubacion de 24h. Se
observa viabilidad celular a concentraciones inferiores de 0.008 mg/mL de polilisina.

Por otra parte, se realizd el ensayo de MTT de los copolimeros de bloque
dendriticos (PEGspgo-[G3]-PhCO;," y PEGsp00-[G3]-CO;) y de la micela PIC. Se muestran
los resultados obtenidos en Grafico 4, donde existe viabilidad celular, tanto de los
copolimeros de bloque como de la micela, a una concentracion de 0.125 mg/mL.

“ Mosmann, T. J., Immunol. Methods 1983, 65, 55.
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Grafico 4: Viabilidad de los compuestos dendriticos PEG5ggy-[G3]-PhCO, ' PEGs5000-[G3]-CO, y la micela de PEGsygo-
[G3]-PhCO, con PLLgg mediante un estudio de MTT con células A549 y tiempos de incubacion de 24h.

Este es un valor esperado, en concordancia con la biocompatibilidad que
otorga la presencia del PEG*. En general, los dos copolimeros de bloque dendriticos
presentan una citotoxidad muy parecida en todas las concentraciones ensayadas, lo
cual se corresponde con su similitud estructural, ya que solo difieren en la presencia
del anillo aromdtico para el caso de PEGsgo-[G3]-PhCO,". Por otra parte, la micela
formada por PEGsg0-[G3]-PhCO, también presenta unos valores de citotoxidad bajos,
gue se consiguen debido a la estructura micelar, donde las cadenas de polilisina,
cargadas positivamente, se encuentran apantalladas en el nucleo con el copolimero
dendritico, mientras que las cadenas de PEG, altamente biocompatibles, se encuentran
en la periferia (Figura 16). Este tipo de estructura y el hecho de formar la particula en
un ratio de cargas 1:1, dio como resultado una micela PIC de toxicidad reducida, en
términos de sistemas de transporte de farmacos.

4.4 Estudios de internalizacion

El siguiente paso, una vez comprobada la estabilidad y la baja toxicidad de la
micela PIC formada a partir de PEGspp0-[G3]-PhCO, y PLLggen una ratio 1:1 de cargas,
fue la visualizacidon del proceso de internalizacidn celular. Para esto fue necesario llevar
a cabo el etiquetado fluorescente de los componentes que la forman, es decir, del
copolimero de bloque dendritico y de la polilisina. Para este cometido se escogieron
dos etiquetas fluorescentes diferentes: un derivado de cumarina y Alexa Flior 488°.

4.4.1 Sintesis del copolimero de bloque fluorescente

Para la modificacion del copolimero de bloque dendritico, se empled el
derivado comercial de cumarina 21. La estrategia llevada a cabo consistid en hacer
reaccionar la cumarina con propalgilamina mediante un acoplamiento peptidico, para

*> Aprobado por Food and Drug Administration (FDA).
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dar lugar el alquino 23, que se purificé mediante cromatografia en columna con CH,Cl,
'H RMN,
observandose la aparicion de un doblete a 6 3.95 ppm, correspondiente a los dos

en gradiente hasta el 20% en MeOH. El alquino 23 se caracterizd por

protones en a al grupo amida, asi como un triplete a 6 2.56 ppm, asignable al protén

del alquino.
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Esquema 6: Ruta sintética empleada para llevar a cabo el etiquetado del copolimero de bloque dendritico con
un derivado de cumarina.

Una vez obtenido el alquino-cumarina 23, se realizd una funcionalizacién
incompleta de PEGsg0-[G3]-N3 (12) mediante CuUAAC, empleando 2 equivalentes de 23
por 27 equivalentes de grupo azida. El grado de funcionalizaciéon del copolimero de
bloque se determind por integracidn de las sefiales del espectro de 'H RMN en DMSO,
y resulté ser de 1.2 etiquetas fluorescentes por copolimero de bloque dendritico. Para
esta determinacion se escogieron las sefiales en a al anillo de triazol, representadas en
el Figura 24 en azul y rojo, que aparecen a 0 4.47 ppm y 0 4.27 ppm respectivamente,
del
desplazamiento quimico de 2.27 ppm. También se observaron en el espectro de RMN,

asi como la sefal metilo de la cumarina, representado en verde, con un

las sefales aromaticas pertenecientes al anillo bencénico, a 6 7.58, 6.78 y 6.68 ppm.

HO O O
O Ha Ha
=
H H
C He C

Figura 24: Representacion esquematica de los protones empleados para la determinacién mediante integracion
del porcentaje de cumarina incorporada en el PEG;y5-[G3]-N3, mediante integracion de sus sefiales en el espectro
en DMSO de RMN.
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Finalmente, se obtuvo el copolimero de bloque con etiqueta fluorescente 25,
realizando una CuAAC para funcionalizar las azidas restantes con acido 4-etinilbenzoico
(3). Para la caracterizacidon del producto, se realizd un espectro de IR en el que se
observé la total desaparicién de la banda a 2100 cm?, correspondiente a la banda
azida. Ademas, se realizaron tanto un espectro UV, donde se observé la aparicién de
una banda a 324 nm, perteneciente a la absorcidn de la cumarina, ademas de la banda
a 280 nm, correspondiente a los anillos aromaticos del copolimero de bloque; y un
espectro de fluorescencia donde se vio una banda de emisiéon a 450 nm, cuando se
excitaba la muestra con una longitud de onda de 360 nm.

Por ultimo, se midio la fluorescencia del copolimero dendritico etiquetado 25,
de la micela PIC (formada entre el copolimero dendritico 25 y PLLgg) y de la micela PIC
mantenida a pH=5 durante 1h. Las medidas de fluorescencia se realizaron excitando la
muestra con una longitud de onda de 355 nm y se recogieron a una longitud de onda
de 460 nm. Todas las muestras medidas contenian una concentracidon de etiqueta
fluorescente de 8.83 uM. Los resultados obtenidos se muestran en el Grafico 5:
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Grafico 5: Medidas de fluorescencia de copolimero de bloque 25, de la micela PIC formada entre el copolimero
de bloque 25 y PLL68 a pH=7.4, y de una micela PIC formada entre el copolimero de bloque 24 y PLLgg a pH=5.

Los resultados muestran como la fluorescencia perteneciente al copolimero
de bloque libre en disolucidn es ligeramente superior a cuando éste se encuentra
formando parte de la micela PIC. Esta diferencia se incrementa significativamente
cuando la micela PIC se desestabiliza, ya que el valor de la fluorescencia observada fue
tan sélo el 25% del valor obtenido para la micela PIC. Esto significa que estamos ante
un fendmeno conocido como “quenching” o desactivacidn fluorescente, término que
engloba aquellos procesos que conllevan una pérdida de la intensidad de fluorescencia.
Este fendmeno sucede cuando los fluoréforos se encuentran proximos en el espacio a
otras moléculas, ya que se producen interacciones que favorecen mecanismos de
liberacion de energia no fluorescente. Esto explica que la fluorescencia de la micela PIC
sea menor que la del copolimero libre, ya que una vez formada la micela, todos los
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fluoréforos se encuentran formando parte del nicleo, y se hallardn en un entorno mas
compacto. Esta situacion se agrava cuando la micela se mantiene a pH=5, ya que esto
provoca la protonacion de los carboxilatos del copolimero de bloque 25, que origina
una especie mas hidrofdbica y favorece la formacién de agregados.

4.4.2 Sintesis de PLL¢g fluorescente

Para el etiquetado de la polilisina empleada en la formacién de la micela PIC
se utilizé el compuesto comercial 26, un derivado de Alexa 488 funcionalizado como
éster activo. El procedimiento empleado consistié en disolver la polilisina 25 en 0.1 M
NaHCOs; a pH=8.5, para conseguir la desprotonacién de los grupos amina, y afiadirle
dos equivalentes del éster activo 26, disuelto en DMSO seco. Esto dio lugar a una
reaccién de adicidn-eliminacion que origind la polilisina con etiqueta fluorescente 27.
A este compuesto se le realizé un espectro de UV, donde se observd la aparicién de la
banda de absorcién a 494 nm, indicativo de que se habia incorporado etiqueta
fluorescente.
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Figura 25: Reaccion entre PLLgg y un derivado de Alexa 488 funcionalizado como éster activo.

Para la determinacion del grado de funcionalizacidon de la polilisina 27, se
aplicé la Ley de Lambert Beer:

A=¢-l-c

Donde A es la absorbancia, € es el coeficiente de extincion (cm™*M™), | es la
longitud de la cubeta (cm) y c es al concentracién (M).

Teniendo en cuenta que el coeficiente de extincion de la Alexa 488 comercial
es de 73000 cm ™M™, que la cubeta empleada fue de 1 cmy la absorbancia obtenida en
el espectro, se pudo calcular la concentracion de Alexa 488. La divisidon de esta
concentracion con respecto a la concentracién de polilisina empleada, dio como
resultado un grado de funcionalizacién de 0.6, es decir, existen 0.6 moléculas de Alexa
por cada cadena de polilisina.
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Una vez se obtuvieron el copolimero dendritico 25 y la polilisina 27, ambos
con etiquetas fluorescentes, fue posible realizar estudios de FRET y de internalizacién
de micelas PIC en células.

4.4.3 Fluorescence resonance energy transfer (FRET)

FRET es un fendmeno que describe un mecanismo de transferencia de energia
entre dos fluoréforos. Tienen que darse dos condiciones para que este fendmeno
ocurra. Por una parte, el espectro de absorcién de uno de los fluoréforos (aceptor) ha
de superponerse con el espectro de emision del otro fluoréforo (donante). Ademas,
ambos fluoréforos deben encontrarse préximos en el espacio, a una distancia menor
de 5 nm, para que pueda ocurrir la transferencia de energia. La eficiencia del
mecanismo de transferencia de energia decae exponencialmente con respeto a la
distancia entre los fluoréforos, razén por la cual el FRET se ha convertido en una
herramienta habitual en el estudio de la proximidad espacial entre diferentes especies.

Copolimero de bloque (25) PLL (27)

Aabs= 350 nm Aemis=452 nm Aemis= 519 nm

Figura 26: Representacion esquematica del fendmeno de FRET para los fluoréforos de cumarina y Alexa. Se
muestra como excitando la micela a 350 nm se obtiene un espectro de emision con dos bandas, a 452 nm
perteneciente a la cumarina, y a 519 nm perteneciente a la Alexa mediada por FRET.

Las etiquetas fluorescentes con las que se etiquetaron el copolimero de
bloque dendritico y la polilisina, tienen un espectro de emisidon y absorcidon que se
solapan, es decir, cuando se excita la cumarina con una longitud de onda de 350 nm,
ésta emite fluorescencia a 452 nm, que coincide parcialmente con la longitud de onda
de excitacion de la Alexa, y que por tanto puede excitarse y emitir a 519 nm (Figura 26).
Como se ha dicho anteriormente, para que este fendmeno pueda ocurrir es necesario
gue ambos fluoréforos estén cerca en el espacio, por tanto, el hecho de obtener FRET
seria indicativo de la existencia de la micela PIC.

Para estudiar esto, se prepararon tres micelas PIC, una micela PIC con el
dendrimero etiquetado 25 (micela 1), otra micela con la polilisina etiquetada 27
(micela 2) y una micela etiquetada con el dendrimero 25 y la polilisina 27 (micela 3). Se
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realizaron espectros de fluorescencia a las tres micelas: la micela 1 se excité con A=350
nm y se obtuvo una banda de emisidn con un maximo de 452 nm. Por otra parte, la
micela 2 se excito con una A=495nm y se obtuvo una espectro con un maximo de 519
nm. Por ultimo, se realizd el espectro de fluorescencia de la micela 3, excitando a
A=350 nm vy recogiendo un espectro de emision que muestra dos bandas, una
perteneciente a la cumarina (452 nm) y otra causada por el efecto FRET a 519 nm,
perteneciente a la Alexa. Estos resultados se muestran en el Grafico 6.
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Grafico 6: Espectro de Fluorescencia realizados a tres micelas diferentes.
4.4.4 Internalizacion celular

El proceso de internalizacidon celular se estudid con células A549, durante
distintos tiempos de incubacién y de observaciéon. Se realizaron estudios de
internalizacion de la polilisina 27, del copolimero de blogque 25 y de la micela PIC
formada con el copolimero etiquetado 25.

Para la polilisina 27 se realizé una incubacién de 30 minutos a una
concentracion de 0.008 mg/mL (0.6 uM), por ser ésta la concentracion mas alta de
polilisina con viabilidad celular segun el ensayo MTT, Grafico 3. Transcurridos 30 min,
se lavaron las células con PBS pH=7.4, para eliminar la polilisina no unida, y se
visualizaron las células inmediatamente (t=0), y tras 3h y 9h de evolucién. Las
imagenes tomadas se muestran en la Figura 27, donde aparecen en la parte superior
las imagenes de fluorescencia superpuestas y, en la parte inferior, las imagenes de
microscopia de campo claro.
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et v/ k

Figura 27: Imagenes de microscopio de fluorescencia tras la incubacién de 30 min con 0.6 uM de polilisina (25) en
células A549.

En las imagenes tomadas se observa como la polilisina (color verde) tras 30
min de incubacidn se encuentra adherida a la membrana plasmatica, mientras que los
endosomas tardios y lisosomas (teiiidos de rojo con Lysotracker Red®) se encuentran
en el citoplasma. Ademas, empieza a visualizarse la formacion de vesiculas, sintoma
del inicio de proceso de endocitosis. Transcurridas 3h, puede observarse como las
vesiculas se encuentran ya en el citoplasma, aunque no existe colocalizacion con
Lysotracker Red®, es decir, las vesiculas, tras ser internalizadas, se han convertido en
endosomas tempranos. Tras 9 h, la presencia de color amarillo en la imagen demuestra
colocalizacion verde-rojo (Alexa 488® de polilisina y Lysotracker Red®), indicativa de la
evolucidn de las vesiculas a endosomas tardios/lisosomas. Este es el recorrido habitual
en el proceso de endocitosis: unién del compuesto a la membrana plasmatica,
formacién de endosomas tempranos, y posteriormente tardios.

El siguiente proceso en la ruta endocitica es la fusidon con lisosoma, que
conlleva la degradacién enzimatica del contenido endosomal y la liberacion de éste al
citoplasma. En el contexto del transporte de fadrmacos, se pretende evitar este proceso
natural mediante: 1) la hidrdlisis enzimatica o acida de enlaces labiles, que permita la
liberacion de moléculas de bajo peso molecular capaces de escapar al citpoplasma,
mediante procesos de difusion; 2) el empleo de poliaminas que gracias al efecto
“proton sponge” permitan tamponar, desestabilizar y liberar el contenido de
endosomas tardios. Para el caso de la polilisina 27, no se observd el escape del
contenido al citoplasma, incluso después de 24 h de observacién, en concordancia con

su baja capacidad para tamponar el compartimento endosomal®.

* Mintzer, M. A.; Simanek, E. Chem. Rev. 2009, 109, 259-302.
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Por ultimo, se realizaron estudios de internalizacion, tanto del copolimero de
bloque 25, como de la micela PIC formada entre el copolimero de bloque 25 y PLLgg. En
ninguno de los dos casos, se observd internalizacidn, incluso después de 24h de
incubacién. Esto no resulta sorprendente debido a la naturaleza de ambas especies,
por una parte el copolimero de bloque presenta carga negativa, lo cual desfavorece la
adhesion a la membrana plasmatica. Por otra parte, la micela PIC tiene una cobertura
de PEG, cuya biocompatibilidad esta relacionada precisamente con su capacidad de no
ser detectada, lo que limita su interaccion con la membrana plasmatica,
obstaculizando el proceso de internalizacion no selectiva. Para confirmar la nula
internalizacién de la micela PIC formada entre el copolimero de bloque 25 y PlLLgg se
probaron tres lineas celulares diferentes: HEK 293 (células embrionarias de rifidn),
MCF7 (adenocarcinoma de mama humano) y Hela (células de cancer cérvico-uterino),
y en ninguno de los casos se encontraron signos de internalizacién después de 24h de
incubacion.

Este hecho abre la puerta al estudio de este tipo de sistemas para el
transporte selectivo de farmacos, aquel en el que gracias a la presencia de
determinados ligandos en la superficie de los transportadores, se consigue dirigir
selectivamente un farmaco a una poblacién celular diana. Este tipo de internalizacion
conocido como Endocitosis mediada por Receptor, es uno de los mas apropiados para
el transporte de fdrmacos, ya que posibilita la selectividad de afectar sélo a aquellas
células que posean el receptor del ligando elegido para el sistema de transporte.

Con la intencién de confirmar la utilidad de este tipo de micelas en transporte
activo de farmacos mediante Endocitosis Mediada por Receptor, se procedié a
preparar una micela andloga a la formada entre PEGsgg0-[G3]-PhCOO (13) y PLLgg, que
incorporase un ligando peptidico en su superficie. Se escogié para este cometido un
péptido ciclico de secuencia RGD, que es reconocida por un tipo de proteinas de
membrana, conocidas como integrinas. Por tanto, se formd una micela PIC entre PlLLeg
y una mezcla de copolimeros de bloque dendriticos, un 95% en volumen fue del
copolimero etiquetado 25 y el 5% restante el copolimero funcionalizado con el péptido
RGD en el extremo del PEG (28)*, cuya estructura se observa en Figura 28:

* Este compuesto fue sintetizado previamente por nuestro grupo de investigacion.
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NH
Hzﬁ% RGD-PEGs;0g0-[{G3]-PhCOO"
NH, (28)

Figura 28: Representacion del copolimero de bloque dendritico analogo a PEGsy0,-[G3]-PhCOO" (13) que incorpora
un ciclo péptido RGD en el extremo de la cadena de PEG.

La incubacion de esta micela con células A549 durante 24h, mostré
internalizacion, debido a los péptidos RGD, que son reconocidos por las integrinas
presentes en A549 y promueven el proceso de endocitosis. Por tanto, puede
observarse fluorescencia azul (derivado de la cumarina) en vesiculas, que se muestra
en Figura 29:

Figura 29: Imagenes de Fluorescencia de la micela PIC formada con RGD-PEGs;,0y-[G3]-PhCOO" (28), el copolimero
etiqueta 25 y PLLgg.

Finalmente, no se ha observado la salida del endosoma para este sistema, y
por ello, en este momento, nos encontramos sintetizando un poliaminoacido que
contenga varias aminas con diferentes pKa, para promover el escape endosomal
mediante efecto tampdn.
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5 CONCLUCIONES

X/
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X/
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Se ha conseguido la sintesis de tres generaciones de copolimeros de bloque
dendriticos usando como unidad de repeticion GATG y como punto focal MeO-
PEGs000, ademas de su posterior funcionalizacién mediante CuAAC con acido 4-
etinilbenzoico (3), acido 4-pentinoico (19), el sulfato 5 y 4-etinilfenil sulfonato
(16).

Se ha encontrado dos métodos para incrementar la estabilidad de micelas PIC:
introduccidon de un anillo aromatico en el grupo funcional y aumento de la
longitud de la cadena de polilisina.

Se ha cuantificado la citotoxicidad mediante un ensayo de MTT de los
copolimeros de bloque dendriticos PEGs000-[G3]-PhCO, y PEGsgq0-[G3]-CO,, asi
como de la micelas PIC formada entre el primero y PlLgs, resultando unos
valores de toxicidad minimos.

Se han etiquetado fluorescentemente la PLLgg con Alexa Flior 488 y el
copolimero de bloque dendritico PEGsppo-[G3]-PhCO, con un derivado de
cumarina, lo que ha permitido comprobar la existencia de micela PIC mediante
FRET.

Se ha comprobado que micelas PIC con una corona constituida Unicamente por
PEG (formadas entre PEGsgo-[G3]-PhCO; y PLLgg) presentan una internalizacién
no especifica nula con 4 lineas celulares diferentes.

Se logré la internalizacion mediante la introduccién de un ciclopéptido en el
extremo de la cadena de PEG, que promovid la Endocitosis mediada por
Receptor, debido al reconocimiento del ciclopéptido por receptores proteicos
presentes en la membrana plasmatica de células A549.
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