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Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EdA) es una enfermedad neurodegenerativa multifactorial, que
no tiene cura ni tratamiento paliativo, por lo que es terminal. Ademas, es la forma mas comun
de demencia y es el desorden que mas afecta a los adultos mayores, siendo tan comin como
el paro cardiorrespiratorio. Asimismo, con el aumento de la expectativa de vida, se incrementa
la prevalencia de la EdA, por lo que se generan impactos a nivel econémico y sociopolitico que
la han convertido en una prioridad de salud publica.

La etiologia de la EdA es multifactorial y poco comprendida, existiendo diversas hipoétesis para
explicar la patogénesis de la enfermedad. Recientemente, varios autores propusieron una
nueva mirada enfatizando dos cuestiones: (1) el desarrollo de la EdA resulta de los efectos
colectivos de multiples factores que no estan restringidos a una o mas de las hipédtesis
etioldgicas especificas; y (2) cada individuo podria sufrir una combinacioén particular de factores
etiolégicos, por lo que el desarrollo y progresion de enfermedad en cada individuo seria
también particular. Sumado a ello, enfatizaron la complejidad del disefio de terapias efectivas
para desérdenes del sistema nervioso central, debido a que la mayoria de las drogas no
pueden acceder al cerebro por la presencia de la barrera hematoencefalica. Es necesario
evaluar entonces nuevas vias de administracion y/o la utilizacion de sistemas de delivery de
drogas.

En consecuencia, el objetivo general del presente trabajo ha sido disefiar y desarrollar terapias
combinadas basadas en nanotecnologia farmacéutica para el tratamiento de la EdA, con el fin
de mejorar y potenciar el tratamiento actual.

Dentro de la diversidad de nanomateriales que se han disefiado y construido en la
nanotecnologia farmacéutica, en este trabajo se han utilizado a los dendrimeros. Los
dendrimeros (D) son polimeros tridimensionales con caracteristicas unicas en el campo de los
nanomateriales, que incluyen: arquitectura simétrica, estable y bien definida; tamafo
monodisperso en el rango de los nandmetros; estructura ramificada multivalente vy
multifuncional; grupos superficiales de tipo, carga y cantidad controlada; relacion area/volumen

extremadamente alta; y elevada solubilidad en agua.
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Asimismo, han demostrado incrementar la solubilidad, estabilidad y biodisponibilidad de las
drogas con las que interaccionan, por lo que se han convertido en sistemas de delivery de
relevancia. Sumado a ello, los dendrimeros son el Unico tipo de nanoparticulas con las
caracteristicas adecuadas para ser utilizados en una gran variedad de vias de administracion,
incluyendo la intravenosa, transdérmica, oral e intranasal. Particularmente, se utilizaron los
dendrimeros PAMAM con core de etilendiamina de generacion 4.0 (DG4.0) con grupos amino
terminales, y de generacion 4.5 (DG4.5) con grupos carboxilicos terminales. Ademas de sus
caracteristicas Optimas como nanotransportadores de drogas, los DG4.0 y DG4.5 han
demostrado actuar como nanodrogas per se, presentando actividad como anti-bacterianos,
como anti-virales, como inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa, como inhibidores de la
agregacion de proteinas y como anti-inflamatorios.

En este trabajo, con el objetivo de disefiar terapias multi-intervencionales para la EJA basadas
en nanotecnologia farmacéutica, se combinaron las drogas carbamazepina (CBZ, potenciador
de la autofagia), tacrina (TAC, inhibidor de la enzima acetilcolinesterasa) y curcumina (CUR,
inhibidor de la enzima acetilcolinesterasa y de la produccién de 3-amiloides, con propiedades
anti-agregacion de proteinas, anti-oxidante y anti-inflamatorias) con los dendrimeros DG4.0 y
DG4.5 que actuarian como transportadores de las drogas mencionadas y como nanodrogas
per se.

Los objetivos especificos de este trabajo incluyeron: (1) Disefiar protocolos sencillos que
permitan preparar complejos estables entre los dos tipos de dendrimeros y las tres drogas; (2)
Caracterizar los complejos dendrimero-droga obtenidos en cuanto a capacidad de carga,
incremento de la solubilidad de las drogas, estabilidad en el tiempo, interacciéon droga-
dendrimero, y perfil de liberacion de la droga; (3) Caracterizar el perfil toxicoldgico de los
complejos dendrimero-droga mediante estudios ex vivo (en glébulos rojos humanos), in vitro
(en cultivo de células Neuro-2a) e in vivo (en larvas de zebrafish).

Por un lado, se puso a punto un protocolo sencillo y reproducible, a través del cual se
obtuvieron los complejos de DG4.0 o DG4.5 con CBZ, TAC o CUR. Por un lado, los DG4.0 y
DG4.5 incorporaron alrededor de 20 moléculas de CBZ por dendrimero en sus bolsillos
internos. Se encontré que los complejos DG4.0-CBZ y DG4.5-CBZ fueron estables durante 90
dias a 37 °C y presentaron un perfil de liberacién controlada del farmaco a pH fisioldgico.
Ademas, se estudid la nanotoxicidad de estos complejos. No se observd ningun efecto
hemolitico en el modelo ex vivo.

En cuanto a la toxicidad in vitro, los complejos DG4.5-CBZ redujeron significativamente la
toxicidad causada por el farmaco libre, y no causaron neurotoxicidad, cardiotoxicidad, ni
hepatotoxicidad en las larvas de zebrafish.

Por otro lado, fue posible obtener suspensiones de DG4.0-TAC y DG4.5-TAC sin reducir la
solubilidad del farmaco. Los estudios de FT-IR y de liberacién in vitro confirmaron que la

interaccion entre la TAC y los DG4.5 fue de tipo electrostatica. El perfil de toxicidad de la
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administracion de los complejos D-TAC se estudié en ensayos ex vivo, in vitro e in vivo. No se
observaron efectos hemoliticos. En ensayos in vitro, los complejos DG4.5-TAC redujeron la
toxicidad del farmaco libre en relacién a la viabilidad celular y a los niveles de actividad
metabdlica. Ademas, la administracion in vivo en larvas de zebrafish de los complejos DG4.0-
TAC y DG4.5-TAC redujo los efectos cardiotoxicos, morfolégicos y hepatotdxicos observados
en el tratamiento con TAC libre.

Finalmente, la complejacion con dendrimeros permitié incrementar la solubilidad de la CUR
desde 1,6 uM (CUR libre) a ~177 uM para los DG4.0-CUR y ~105 uM para los DG4.5-CUR.
Los complejos D-CUR presentaron una estabilidad aumentada respecto de la droga libre, tanto
en solucién acuosa como en estado sdlido. Los estudios realizados permitieron comprobar que
la CUR interaccioné tanto con los bolsillos internos de los dendrimeros como con sus grupos
superficiales. No se observé ningun efecto hemolitico en el modelo ex vivo, asi como tampoco
se observaron efectos citotdxicos in vitro. Sin embargo, tanto la CUR como los complejos D-
CUR produjeron efectos letales en concentraciones relativamente bajas en las larvas de
zebrafish. Se ha reportado que los efectos toxicos en este modelo animal se deben a la
incapacidad de las larvas de metabolizar y eliminar la CUR, lo que da lugar a un proceso de
bioacumulacion.

En conclusion, a través de los estudios de complejacion realizados con CBZ, TAC y CUR, se
ha demostrado la capacidad de los dendrimeros DG4.0 y DG4.5 de incrementar la solubilidad
de drogas hidrofébicas y de interaccionar con drogas hidrofilicas. Ademas, se ha demostrado
que la interaccion depende tanto de las caracteristicas del dendrimero como de las
caracteristicas del farmaco, dando lugar a distintos patrones de complejacion (encapsulacién
y/o anclaje). Sumado a ello, si se toman en consideracion todos los resultados obtenidos,
podemos concluir que se han desarrollado dos sistemas estables de delivery, basados en la
complejacién con dendrimeros, que aumentaron la solubilidad y estabilidad de las drogas CBZ
y CUR. Asimismo, se ha desarrollado una terapia combinada basada en la co-administracion
de TAC y dendrimeros, que redujo los efectos hepatotéxicos de dicho farmaco.

En este sentido, los resultados de este trabajo permitieron ampliar el conocimiento sobre la
capacidad de los dendrimeros de actuar como nanotransportadores de distintos tipos de
drogas, asi como sobre los mecanismos que intervienen en su perfil toxicoldgico. Es decir, este
trabajo podria funcionar como punto de partida para el disefio de terapias combinadas,
basadas en dendrimeros capaces de actuar simultaneamente sobre varias hipotesis etioldgicas
de la EdA.
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oceptor s natwroalezo y entror en el ochano: Solamente entrando en el
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Capitulo 1 - Introduccién General

Capitulo 1 — Introduccion General

1.1 Enfermedad de Alzheimer

1.1.1 Definicién

La enfermedad de Alzheimer (EdA) es una enfermedad neurodegenerativa multifactorial,
caracterizada por el deterioro cognitivo, de la memoria y de otras capacidades mentales. No tiene
cura ni tratamiento paliativo y suele ser terminal. Fisiologicamente, la enfermedad se caracteriza
por una atrofia marcada del cortex cerebral y la pérdida de neuronas corticales '. Asimismo, se han
identificado dos biomarcadores cerebrales que incluyen: la acumulacion de la proteina $-amiloide
(AB) en oligbmeros toxicos y placas fuera de las neuronas; y la acumulacién de hebras torcidas de

la proteina hiperfosforilada Tau (p-Tau) en neurofibrillas dentro de las neuronas (Figura 1.1) 2.

Condiciones normales Enfermedad de Alzheimer
Astrocito
Hiper-excitabilidad
2 )
e Neurofibrilla . ';;
o \ A =~ St de p-Tau \‘
N / £ - — ’ = k
b Atrofia ‘ ¥7s
' S P cerebral A
Neurona Microglia > =) Ve Inflamacion ~/
excitatoria A C - Placa B- Disminucién
Neurona o 5 aniioge Pérdida de de autofagia
inhibitoria / N\ { | actividad
A { T . : inhibitoria
. 5 Pérdida de sinapsis
Sinapsis

Figura 1.1 — Caracteristicas cerebrales en la enfermedad de Alzheimer. La EdA se caracteriza por una
marcada atrofia cerebral debida a la muerte neuronal, la presencia de placas -amiloides y neurobrillas

de p-Tau, procesos de inflamacién y cambios en los patrones de neurotransmision.

Esta enfermedad fue descripta por primera vez en 1906 por el fisiélogo aleman Alois Alzheimer, sin
embargo transcurrieron alrededor de 70 afios antes de que se reconociera como una de las
principales causas de demencia y muerte 5. Hoy en dia, se reconoce que la EdA es la forma mas
comun de demencia (60-70% de los casos) 26 y es el desorden que mas afecta a los adultos, siendo
1,5 veces mas comun que el ataque cerebrovascular o la epilepsia, y tan comun como el paro
cardiorrespiratorio '. Asimismo, la cantidad de personas con la EJA aumenta dramaticamente con

la edad, ocurriendo en el 3% de las personas con 65-74 anos, 17% de las personas con 75-84 afios
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y 32% de las personas mayores a 85 afos 7. En este sentido, el envejecimiento de la poblacién es
una tendencia global e irreversible; como la expectativa de vida se incrementa, la prevalencia de
enfermedades crénicas también lo hace, generando impactos a nivel econémico y sociopolitico é.

Debido a ello, la EdA se ha convertido en una prioridad de salud publica.

Las investigaciones a lo largo de todos estos afos han demostrado que la EJA comienza mucho
antes de que los sintomas de demencia se presenten en los pacientes. Por ello, el término
“‘enfermedad de Alzheimer” es utilizado para referirse a todos los estadios de la enfermedad,
mientras que el término “demencia debida a Alzheimer” o “demencia de Alzheimer” se utiliza para
describir la ultima fase, momento donde usualmente se recibe el diagndstico. El tiempo de vida
medio entre el diagnostico y la muerte es de 10 afios, presentando un amplio rango que varia desde

3 a 20 anos ©.

En la actualidad, 113 afios después de su descripcion, la EJA se presenta como una de las
enfermedades neurodegenerativas mas complejas y desafiantes. Mucho queda aun por estudiar y
comprender sobre los cambios precisos que ocurren en las personas con la EdA que dan lugar a
los sintomas de la demencia de Alzheimer, sobre por qué la enfermedad y los sintomas progresan
mas rapidamente en algunas personas, sobre cémo prevenir la enfermedad, sobre cémo
diagnosticarla mas efectivamente y antes de que ocurran los primeros sintomas, y sobre qué

tratamientos utilizar para retrasar o detener su progresion.

Debido al elevado impacto econdmico y al incremento de la prevalencia de la enfermedad, es
imperativo explorar nuevos tratamientos °. Particularmente, en este trabajo se proponen tres
tratamientos combinados basados en nanotecnologia farmacéutica que podrian actuar como
puntapié para el desarrollo de terapias disefiadas racionalmente, capaces de retrasar o detener la

progresion de la enfermedad.

1.1.2 Prevalencia e incidencia

El término prevalencia se refiere a la cantidad de personas que viven con una determinada
condicién en un momento del tiempo dado, mientras que el término incidencia se refiere a la
cantidad de nuevos casos de dicha condicién por afo. Los estudios epidemiologicos sobre la
prevalencia de la EJA mostraron que en personas mayores de 60 afos varia entre el 5y el 7% en
la mayoria de las regiones del mundo, con una menor prevalencia en las regiones africanas (2-4%)
y una mayor prevalencia en América Latina (8,5%) '°. Por otro lado, estudios a nivel mundial sobre
la prevalencia e incidencia informaron que 46,8 millones de personas vivian con la EdA en 2015,
con cifras que se estiman, al considerar la incidencia 2014-2015, en 74,7 millones para 2030 y

131,5 millones para 2050 (Figura 1.2) ''. Respecto de la incidencia, en Estados Unidos (EE.UU.),
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se ha estimado que cada 65 segundos una persona desarrolla la EdA, y se estima que para el 2050

el tiempo se reducira a 33 segundos 67,

Sumado a ello, la cantidad de muertes por la EJA ha aumentado en los ultimos afios, mientras que
la muerte por otras enfermedades, como cancer de mama o de prostata, ha disminuido 8. Este

hecho resalta la necesidad de nuevas investigaciones relacionadas con esta enfermedad.

2050

L1 2030
2030
{10 2015 2015
apslics Africa Europa Asia Mundial

Figura 1.2 — Prevalencia e incidencia de la enfermedad de Alzheimer a nivel mundial. Se presenta la
prevalencia de la enfermedad en 2015 y las estimaciones de la prevalencia en 2030 y 2050

considerando la incidencia entre 2014-2015. Imagen modificada de www.worldalzreport2015.org.

1.1.3 Sintomas y diagndstico

Las personas con la EJA experimentan multiples sintomas que cambian con los afos y la
progresion de la enfermedad, consecuencia del incremento en el grado de dafio de las neuronas
en las distintas zonas del cerebro. La Asociacién de Alzheimer de EE.UU. ¢ clasifico las fases

sintomaticas en leves, moderadas y severas, segun:

» En la etapa de sintomas leves las personas son capaces de actuar independientemente pero
pueden necesitar asistencia para algunas actividades particulares. El primer sintoma comun
es la pérdida gradual de la capacidad para recordar nueva informacion, por ejemplo recordar
conversaciones recientes, nombres o eventos. Los primeros sintomas suelen aparecer
asociados a condiciones de depresion o apatia.

» En la etapa de sintomas moderados las personas presentan problemas para realizar algunas
actividades de la vida diaria, dado que confunden quienes son o donde estan y pueden
presentar cambios en la personalidad, por lo que requieren asistencia parcial. Los sintomas de
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esta etapa incluyen la pérdida de memoria a corto y largo plazo, cambios a nivel cognitivo,
confusion de tiempo y lugar, problemas para relacionarse con otros individuos, problemas para
hablar o escribir y cambios de humor.

» En la etapa de sintomas severos los individuos requieren asistencia médica continua, dado
que pierden la capacidad de realizar las actividades diarias de manera auténoma, como
banarse, vestirse o comer. Con la progresion de la enfermedad los sintomas empeoran v,

eventualmente, las personas pierden la capacidad de caminar, comunicarse e incluso deglutir.

Como se menciono anteriormente, se ha demostrado que la EJA comienza muchos anos antes de
que los primeros sintomas se presenten en los pacientes. El diagnodstico de la enfermedad se
produce una vez que comienzan los sintomas, en general, a través de la participacion de un grupo
multidisciplinario de médicos clinicos, neurdlogos y gerontologos que utilizan diversos enfoques
para evaluar los sintomas y sus posibles causas. Es decir que no existe un unico estudio para
diagnosticar la demencia de Alzheimer, sino que se incluyen varios tipos de estudios cognitivos,
fisicos y neurolédgicos, ademas de analisis bioquimico de muestras de sangre y analisis de
imagenes cerebrales 6. Por ejemplo, el Instituto Nacional del Envejecimiento de EE.UU. ha
desarrollado un sistema de tres categorias (sistemas A/T/N) basado en la deteccién de los
biomarcadores especificos (A por agregados ARy T por Tau) y no especificos (N) de la enfermedad,

que incluye:

» Enfoque A: Tomografia de emision de positrones (PET) para estudiar el depdsito en el cerebro
del paciente de placas A y estudios bioquimicos en el fluido cerebroespinal para determinar
de cantidad y tipo de AB.

» Enfoque T: PET cortical para estudiar la presencia de neurofibrillas de p-Tau y estudios
bioquimicos en el fluido cerebroespinal para determinar de cantidad y tipo de Tau.

» Enfoque N: estudios bioquimicos de sangre para determinar niveles de marcadores no
especificos (glucosa, colesterol, enzimas, entre otros), PET con fluorodeoxiglucosa para
estudiar el estado metabdlico e imagenes de resonancia magnética (MRI) para determinar el

grado de atrofia cerebral.

Con estos enfoques, se busca descartar otras posibles causas de demencia, como tumores o
deficiencia de vitaminas. Asimismo, es importante destacar que no existen métodos de diagndstico
capaces de detectar la EJA antes de que se presenten los sintomas y se ingrese en la fase de
demencia. Por ello, las tendencias actuales en investigacion sobre métodos de diagnéstico de la
EdA han migrado hacia la realizacion de un diagndstico temprano a través de biomarcadores en

sangre o cerebro. Frisoni y col. (2017) han revisado los avances en dicho aspecto 2.
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1.1.4 Hipdtesis etioldgicas y estrategias terapéuticas

La etiologia de la EdA es multifactorial y poco comprendida; muchas hipétesis han sido propuestas
hasta la fecha para explicar la patogénesis de la enfermedad a nivel molecular. Cada una de estas
hipétesis se centra en un mecanismo particular, al que postulan como la “causa primaria” y lo
vinculan con el resto de los mecanismos conocidos. Entonces, el objetivo de las hipdtesis
propuestas es explicar el mecanismo central que da lugar a una cascada de eventos consecutivos

que tienen fin en los sintomas de la demencia de Alzheimer.

Las hipdtesis mas antiguas son las relacionadas con la deficiencia de acetilcolina (ACh, por su
abreviatura del inglés acetylcholine) debido a la degeneracion de las neuronas colinérgicas, la
acumulacion progresiva de proteinas AB en oligdmeros toxicos y placas fuera de las células, y la
acumulacion de hebras torcidas en neurofibrillas de la proteina p-Tau dentro de las neuronas. En
estas ultimas hipotesis se propuso que la acumulacion de los AR interfiere con la comunicacion
neurona-neurona, mientras que las neurofibrillas de p-Tau bloquean el transporte de nutrientes y
otras moléculas esenciales a lo largo de los microtubulos, contribuyendo ambas a la muerte celular.
Una hipotesis mas reciente centra la atencion en la neuroinflamacion cronica, y propone que la
presencia de especies toxicas de AB y p-Tau activan a los astrocitos y microglia, es decir al sistema
inmune celular del cerebro, dando lugar a proceso inflamatorios. Sumado a estas, evidencias
actuales sugieren que el estrés oxidativo es uno de los factores mas importantes en la iniciacion y
progresion de la EdA. En esta hipétesis la presencia excesiva de especies reactivas de oxigeno,
de 6xido nitrico y de mediadores inflamatorios podria dar lugar a mecanismos como disfuncién
mitocondrial y acumulacion aberrante de metales de transicion, aumentar la produccién y
agregacion de AR, y facilitar la fosforilacién y polimerizacion de Tau, formando asi un circulo vicioso
donde se promueve la progresion de la enfermedad. Finalmente, desde el 2016, la atencién se ha
centrado en dos nuevas hipétesis conocidas como “anti-microbiana” y “del microbioma intestinal’;

ambas seran luego abordadas.

Es de nuestro interés resaltar que, mas alla de las hipdtesis particulares, creemos que la EdA
progresa a través de la interaccion y retroalimentacion de los distintos mecanismos propuestos,
que ocurren todos simultaneamente, dando lugar a la demencia de Alzheimer. Es decir, que no
existen un mecanismo iniciador o causa central de la enfermedad, sino que la misma surge de la
interaccion sinérgica entre las distintas vias patologicas. Una idea de ello se esquematiza en la

Figura 1.3.
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Figura 1.3 — Red de interacciones entre los diversos mecanismos que darian lugar a los sintomas de

la demencia de Alzheimer. En recuadros celestes se presentan los mecanismos principales, mientras

gque en rosa se presentan mecanismos secundarios.

De todos modos, el estudio y entendimiento de cada hipotesis particular es necesario para construir

esta red de interacciones, por lo que a continuacion describiremos las hipotesis mas aceptadas por

la comunidad cientifica.

1.1.4.1 Hipdtesis de los neurotransmisores

Un cerebro adulto sano posee alrededor de 100 billones de neuronas, todas con extensiones largas

y ramificadas, que permiten la correcta conexién con otras neuronas a través de la sinapsis; un

cerebro sano contiene 100 trillones de sinapsis. Para que ocurra la comunicacion, la informacién

fluye en forma de compuestos quimicos llamados neurotransmisores, que son liberados por la

neurona pre-sinaptica y detectados por la neurona post-sinaptica. La EdA esta caracterizada por

cambios degenerativos en varios sistemas de neurotransmision, incluyendo los sistemas

colinérgicos, glutamatérgicos, noradrenérgicos y serotoninérgicos, y los sistemas basados en
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neuropéptidos 13. Los cambios cognitivos de la EJA se han asociado, sobre todo, con la

degeneracién de las neuronas colinérgicas y glutamatérgicas 1415,

La transmisién colinérgica tiene un rol vital en el desarrollo y actividad cortico-cerebral, en el flujo
de sangre, en los ciclos de suefio-vigilia, en el aprendizaje, la memoria y la cognicion. Las neuronas
colinérgicas se ven sumamente degeneradas en la EdA, resultado en la deplecién de la ACh 6. Por
ello, las primeras drogas estudiadas y aprobadas para el tratamiento de la enfermedad se centraron
en la inhibiciéon de la enzima acetilcolinesterasa (AChE), con el objetivo de restablecer los niveles

cerebrales de este neurotransmisor (Figura 1.4).

Por otro lado, el glutamato (Glu) es el principal neurotransmisor excitatorio y se ha demostrado que
las personas con la EdA poseen un incremento en la cantidad del mismo, por lo que sus neuronas
se encuentran constantemente activas, lo que da lugar a procesos de excitotoxicidad (Figura 1.4).
En este sentido, se ha estudiado la utilizacién de antagonistas de los receptores de Glu como
posible tratamiento para la enfermedad, siendo la ultima droga aprobada un antagonista del
receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA) 3. Asimismo, se ha comprobado que los oligébmeros de A
B se unen a las neuronas y modifican la actividad de los receptores de Glu, potenciando las senales

de neurotransmision y la excitotoxicidad 13.
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Figura 1.4 — Hipétesis de los neurotransmisores. En condiciones patologicas como la EdA se reporto
una menor cantidad de acetilcolina (ACh) y una mayor cantidad de glutamato (Glu), por lo que se
utilizaron estrategias terapéuticas basadas en inhibidores de AChE y antagonistas de los receptores

de Glu.

27



Lic. Daniela E. lgartua

1.1.4.2 Hipdtesis tautoldgica

La proteina Tau es una proteina de unién a microtubulos que, bajo condiciones fisiologicas, regula
el ensamblaje, el comportamiento dinamico y la organizacién espacial de los mismos, por lo que
modula la organizacion funcional de las neuronas (morfologia axonal, crecimiento y polaridad). Esta
proteina tiene multiples sitios de fosforilacion, y su capacidad de unién a microtubulos depende del
estado de fosforilacion 7. La EdA es considerada una tautopatia, dado que en ella se incrementa
la fosforilacion de Tau, produciendo elevadas cantidad de p-Tau que pierde su afinidad por lo
microtubulos y se agrega formando estructuras fibrilares que se acumulan en el interior de las
células, proceso asociado a la perdida de neuronas y sinapsis (Figura 1.5) 8. Estudios recientes
han demostrado que las lesiones causadas por la acumulacion de p-Tau en el cerebro de personas
con la EdA ocurren antes que la acumulacion de la proteina AB, por lo que la progresion de la

enfermedad esta actualmente asociada a esta hipotesis 9.

Condiciones normales

Moléculas de Tau
estabilizando los
microtubulos

Inhibidores de
.~ quinasas de Tau

Los microtubulos
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agregacion de Tau ——~ A Neurofibrillas
p-Tau Oligébmeros de p-Tau

Figura 1.5 — Hipétesis tautoldgica. En condiciones patolégicas como la EdA se reporté una hiper-
fosforilacion de la proteina de unién a microtubulos Tau, que en su forma p-Tau pierde la afinidad por
los microtubulos y se agrega formando neurofibrillas, por lo que se utilizaron estrategias terapéuticas

basadas en inhibidores de las quinasas de Tau e inhibidores de la agregacion.
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Se han desarrollado diversas intervenciones terapéuticas basadas en considerar la EJA como una
tautopatia. Principalmente, se han utilizado inhibidores de las quinasas de Tau (que incluyen a la
GSK-3B3, CDK5 y MARK). También se ha estudiado la utilizacion de inmunoterapia para la
generacion de anticuerpos anti-p-Tau, de bloqueadores de la agregaciéon de p-Tau y de

estabilizadores de microtubulos 29.

1.1.4.3 Hipoétesis amiloide

Los AR son péptidos de alrededor de 40 aminoacidos que se producen por el clivaje de la proteina
precursora amiloide (APP, por sus siglas del inglés amyloid precursor protein) por la accion
secuencial de la B-secretasa y la y-secretasa (un complejo que contiene la proteina presenilina 1).
En condiciones normales, APP es una proteina transmembrana asociada con el desarrollo
neuronal, el crecimiento de neuritas y el transporte axonal, que es clivada principalmente por la a-
y la y-secretasa, y sus residuos son rapidamente degradados. Ademas, los AB se producen por
accion de la B-secretasa en concentraciones picomolares, y han demostrado actuar como
potenciadores presinapticos, del crecimiento de dendritas y de la supervivencia celular. Por otro
lado, en condiciones patologicas, la capacidad metabdlica de las células para degradar los residuos
AB se ve afectada y los péptidos se acumulan. Particularmente los péptidos AR40 y ABR42 que
contienen 40 y 42 aminoacidos, respectivamente, son los que se acumulan en mayor medida. Un
incremento en los niveles de AB42 o en la relacion AB42:AB40, induce la oligomerizacion y
acumulacién de los AB en placas seniles que causan neurotoxicidad y dafio vascular (Figura 1.6)
23,18 Sumado a ello, se demostré que la acumulacion intracelular del fragmento C-terminal de APP
(que se produce por la accion de la y-secretasa), produciria defectos en el transporte axonal y en
la sinapsis, induciendo la deslocalizacién de Tau de los microtubulos y activando la hipotesis

tautologica 8.

Segun Morley y Farr (2014), el simple aumento de la concentracién de AR activaria la enzima
quinasa GSK-3B de Tau (activando la via de formacion de neurofibrillas de p-TAU), produciria
disfuncién mitocondrial (aumentando las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno), activaria los
receptores de Glu (activando la via de excitacién glutamatérgica), activaria la via de NFkB pro-
inflamatoria (aumentando la produccion y liberacién de citoquinas) y disminuiria la funcion del
péptido-1 relacionado a lipoproteina (produciendo dafos en la barrera hematoencefalica) <.
Asimismo, segun Ashraf y col. (2019) el incremento de AB activaria los macréfagos, la microglia,
los linfocitos y astrocitos, quienes producirian mediadores pro-inflamatorios. En consecuencia, se
estableceria una interrelacion entre las tres hipétesis etioldgicas mencionadas hasta el momento,

lo que actuaria como circulo vicioso propiciando la progresion de la enfermedad 2.
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Figura 1.6 — Hipétesis amiloide. En condiciones patolégicas como la EdA se reporté un incremento en
la produccion de AB, que se agregan formando placas seniles fuera de las neuronas, por lo se utilizaron
estrategias terapéuticas basadas en activadores de la a-secretasa, inhibidores de la 3- y y-secretasa,

e inhibidores de la agregacion.

Los tratamientos desarrollados hasta el momento implicaban una estrategia directa en la reduccion

de AB, inhibiendo las enzimas B- y y-secretasa que los producen, u activando la enzima a-secretasa

que da lugar a péptidos no amiloides; sin embargo, estos tratamientos presentaron extensos

efectos secundarios afectando respuestas biolégicas esenciales. Otra estrategia que se ha

evaluado fue la de impulsar la eliminacion “natural” de los AB utilizando inmunoterapias; sin

embargo varios anticuerpos han sido probados y han fallado en los estudios clinicos. Esto podria

deberse a que aun no se conoce en totalidad el proceso de ensamblaje de los péptidos AB en las

formas oligoméricas téxicas y el proceso de metabolismo de los AB 20. Una estrategia adicional que

se ha estado evaluando es la utilizacion de bloqueadores de la agregacion de péptidos amiloides.
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1.1.4.4 Hipétesis mitocondrial o del estrés oxidativo

El cerebro es el tejido con mayor demanda de oxigeno por lo que presenta una exacerbada
respiracion mitocondrial, lo que potencia la exposicion a especies reactivas de oxigeno (ROS, por
sus siglas del inglés reactive oxygen species). De hecho, la EdA esta asociada a un elevado estrés
oxidativo, que se refleja en el aumento de la oxidacién de proteinas, la nitracion de proteinas, la
glicooxidacion y peroxidacion de los lipidos, asi como en la acumulacién de AB 22. Las ROS son
generadas como subproductos de la cadena de transporte de electrones mitocondrial, siendo la
fosforilacion oxidativa mitocondrial la principal fuente de los radicales libres que reaccionan con
lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos, moléculas esenciales para la estructura y
funcionalidad de las neuronas 3. Basado en ello, se hipotetizd que el tratamiento con anti-oxidantes
podria promover proteccion contra el estrés oxidativo. Sin embargo, debido a la compleja etiologia

de la enfermedad, los antioxidantes por si solos no lograron impedir el progreso de la misma 29,

1.1.4.5 Hipdtesis de la autofagia

La autofagia es el mecanismo catabodlico mas importante involucrado en la degradacion de las
proteinas; y puede ser dividida en tres componentes: macroautofagia, microautofagia y autofagia
mediada por chaperonas 23. Reportes previos demostraron la perdida de autofagia en el sistema
nervioso central a causa de la neurodegeneracion, reflejando el importante rol de este mecanismo
en el homeostasis cerebral 2*. Asimismo, la pérdida de estructura, y acumulacién anormal de
proteinas es un factor comun en enfermedades neurodegenerativas (como la EdA, de Parkinson,
de Huntington y la esclerosis amiotrofica lateral), lo que refleja un problema en el sistema de
autofagia 25. Segun lo expuesto, se cree que los potenciadores de la autofagia podrian incrementar
la velocidad de eliminacion de las proteinas en exceso (como AB y p-Tau) y las proteinas agregadas
anormalmente (como los oligébmeros y placas de AR y p-Tau). Hasta el momento no se han realizado
estudios clinicos con estos tratamientos, pero se ha demostrado que la induccion de la autofagia

disminuye la agregacion de proteinas y los déficit en la memoria de modelos animales murinos 24.

1.1.4.6 Hipdtesis inflamatoria

En el cerebro de pacientes con la EdA se ha detectado un estado de neuroinflamacion crénica y de
gliolisis reactiva, por lo que se ha considerado a la microglia y los astrocitos como jugadores
centrales en el desarrollo y progresion de la enfermedad 26. Se hipotetizd que tras la acumulaciéon
de AB y p-Tau, las células de la microglia y los astrocitos reactivos se acumularian a su alrededor
y secretarian gran cantidad de citoquinas pro-inflamatorias, dando lugar una neuroinflamacion
cronica, que seria la responsable de los sintomas de la enfermedad. En base a ello, se han utilizado
anti-inflamatorios no esteroideos con el objetivo de reducir la inflamacién, sin embargo estos no

han mostrado efectos benéficos en los estudios clinicos al no inhibir la progresion de la enfermedad
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20, Esto podria deberse a que la relacion entre la inmunidad innata y la patogénesis de la EdA es

compleja y poco comprendida.

1.1.4.7 Hipdtesis infecciosa y anti-microbiana

Ademas, se postuld que la neuroinflamacion y otros sintomas relacionados con la EdA podrian
deberse a infecciones crénicas en el sistema nervioso central, que darian lugar a la respuesta
inmune celular (de microglia y astrocitos) y provocarian los ya mencionados efectos. En relacion
con ello, se ha demostrado que los péptidos AB presentan actividad anti-microbiana %7, lo que dio
lugar a la hipotesis de “proteccion anti-microbiana” donde se expone que la deposicidon de AR es

parte de la respuesta inmune innata que normalmente protege al cerebro contra las infecciones

microbianas (Figura 1.7) 28.29,

Hasta el momento, un amplio rango de patégenos se ha asociado con el desarrollo de la
enfermedad, incluyendo ciertas bacterias (Spirochetes, B. burgdorferi, C. pneumonia, T. pallidum,
H. pylori, Actinomycetes y P. acnes), hongos (C. famata, C.albicans, C. glabrata, P. betaey S,
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Figura 1.7 — Hipdtesis infecciosa y anti-microbiana. Ante la presencia de patdgenos en el sistema
nervioso central las células podrian secretar AR como parte de un mecanismo de inmunidad innata y
ademas de activarian las vias inflamatorias. Imagen modificada de www.the-scientist.com/features/do-

microbes-trigger-alzheimers-disease-30999.
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racemosun), protozoarios (7. gondjj) y virus (virus de herpes simple 1y 2, virus Varicella-zoster,
virus de Epstein-Barr, virus de herpes 6, virus de la hepatitis C y citomegalovirus) 2'. Debido a la
novedad de esta hipétesis y a la imposibilidad de detectar sub-infecciones crénicas en el sistema

nervioso central, aun no se han estudiado estrategias terapéuticas al respecto.

1.1.4.8 Hipodtesis del microbioma intestinal

La ultima y mas reciente hipodtesis que se ha propuesto como causa de la EdA es la llamada
“hipotesis del microbioma intestinal (MBI)”. Estudios en los ultimos afios han demostrado que el
MBI tiene un profundo impacto en la formacién de la barrera hematoencefalica (BHE), en el proceso
de mielinizacién de la neuronas, en la neurogénesis y en la maduracién de la microglia 303!, En
particular, ciertos estudios han demostrado que el MBI modula varios aspectos relacionados con la
patogénesis de la EdA, dado que influye en el cerebro a través de los metabolitos que produce y
de la comunicacion por el sistema inmune, el sistema enddcrino y el nervio vago (Figura 1.8), siendo

el responsable de la neuroinflamacion cronica.
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Figura 1.8 — Hipétesis del microbioma intestinal. Ante un desbalance en el equilibro del microbioma
intestinal, se produciria un incremento en los niveles de citoquinas inflamatorias y de hormonas

particulares que seria el causante del estado de neuroinflamacion crénica.

Por ejemplo, se ha demostrado que el MBI induce la secrecion de citoquinas intestinales, que

ingresan al sistema circulatorio, atraviesan la BHE y afectan directamente la funcién cerebral; que
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el MBI produce metabolitos como acidos grasos de cadena corta, acido y-aminobutirico y
precursores de 5-HT, que también pueden viajar por el sistema circulatorio hacia el cerebro o que
pueden activar el epitelio intestinal para producir citoquinas y neurotransmisores que a su vez
activan el nervio vago; que el MBI activa las células entero-endocrinas para producir 5-HT u otras
hormonas, como la corticoesterona y adrenal, afectando al cerebro a través de la via neuroinmune;
y que el MBI puede modificar la secreciéon de serotonina y regular la actividad emocional del

cerebro?0:32-34,

1.1.4.9 Hipdtesis genética

Un porcentaje pequefio de los casos de la EJA (<1%) ocurre como resultado de mutaciones en uno
de tres genes especificos, que pueden ser el gen de la APP y los genes de las proteinas presenilina
1 (PSEN 1) y presenilina 2 (PSEN 2). Particularmente aquellas personas que presentan mutaciones
en APP o PSEN1 tienen 100% de probabilidades de desarrollar la enfermedad, mientras que los
que presentan mutaciones en PSEN2 tienen un 95% de probabilidades 35. Como las copias de
estos genes son heredables, a esta variante de la enfermedad se la conoce como Alzheimer

familiar. En estas personas, los sintomas aparecen entre los 30 y 65 anos.

Por otro lado, las personas con sindrome de Down presentan una copia adicional del cromosoma
21 en donde se encuentra el gen codificante para APP, por lo que presentan una cantidad
incrementada de AB. A la edad de 40, la mayoria de las personas con sindrome de Down presentan
placas amiloides y neurofibrillas de p-Tau en sus cerebros . A la edad de 50, mas del 50% de las

personas con sindrome de Down desarrollan demencia de Alzheimer 6.

Por otro lado, el gen APOE codifica para una proteina transportadora de colesterol en el flujo
sanguineo, y es heredado en una de las formas del gen €2, €3, e4 siendo el orden mas comun
e3>e4>e2. La presencia del gen APOE-e4 incrementa el riesgo de desarrollar la EJA comparado
con las forma e3 y e2. Especificamente, las personas que presentan un copia de la forma e4 tienen
3 veces mas riesgo de desarrollar la EJA, mientras que en las personas con dos copias de la forma
e4 el riesgo se incrementa 8-12 veces 37. Sumado a ello, un meta-analisis reporté que el 67% de

las personas diagnosticadas con la EdA tienen al menos una copia de la forma APOE-e4 38,

En resumen, varias hipotesis se han desarrollado para explicar la patogénesis de la EdA, todas
ellas basadas en estudios independientes que confirman su rol en la enfermedad. Sin embargo,
ninguna de las hipdtesis es capaz, por si misma, de explicar todos los mecanismos que llevan al
desarrollo y la progresion de la EJA. En consecuencia, son necesarias investigaciones profundas
y estudios complejos que busquen relacionar estas hipétesis entre si. Asimismo, a pesar de las

décadas de estudios, se mantiene la incégnita de si estas hipotesis constituyen efectivamente la
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causa de la enfermedad o si son consecuencias de una causa no descripta hasta el momento. Mas
alla de ello, estos son los mecanismos que hoy en dia se conocen y a los que se puede apuntar
con los tratamientos farmacolégicos. En este sentido, Tang y col. (2019) proponen el entendimiento
de la EJA como una enfermedad compleja donde interactian multiples hipétesis etiolégicas para

dar lugar a la patogénesis y sintomatologia multifactorial 3°.

1.1.5 Tratamiento actual y estrategias terapéuticas convencionales
Hasta el momento, la Administracion de Alimentos y Drogas (FDA, por sus siglas del inglés Food
and Drug Administration) de EE.UU., aprob¢ cinco drogas para el tratamiento de la EJA que actuan

a través de la hipdtesis de los neurotransmisores:

e Donepezil, Galantamina, Rivastigmina y Tacrina: son inhibidores de la AChE, enzima que
hidroliza la ACh, por lo que su accidon se basa en restablecer los niveles de dicho
neurotransmisor para disminuir los sintomas cognitivos relacionados con la EdA. De estos
cuatro compuestos, la tacrina fue removida del mercado debido a su baja tolerabilidad,
hepatotoxicidad y perfil farmacolégico desfavorable.

¢ Memantina: es un antagonista de los receptores NMDA, por lo que su accion se basa en reducir
la excitotoxicidad causada por un exceso de Glu. Ademas, la FDA aprobé una terapia

combinada de memantina con donepezil.

Estos tratamientos promueven una mejora relativa de la capacidad cognitiva al aumentar los niveles
de neurotransmisores en el cerebro y retardar el dafio neuronal, pero ninguno de ellos detiene el
avance de la EdA, lo que la hace una enfermedad mortal . Ademas, estos medicamentos se
administran por via oral, lo que genera efectos secundarios como resultado de su accién en los
tejidos periféricos 2. Asimismo, la efectividad de estos medicamentos varia de persona a personay
tiene una duracién limitada 6. Estas son las razones por las que se requieren nuevos tratamientos

efectivos, capaces de manejar esta enfermedad.

El trabajo de Cummings y col. (2014) report6 que entre 2002 y 2012 se llevaron a cabo 413 pruebas
clinicas con 244 drogas potenciales para el tratamiento de la EdA, donde 124 estudios fueron de
fase |, 206 fueron de fase Il y 83 fueron de fase Il 40. Sin embargo, a pesar del gran esfuerzo y la
costosa inversion en la busqueda de nuevos candidatos efectivos, no se han aprobado nuevas
drogas en el mercado. En esta misma linea, Bachurin y col. (2018) revisaron los compuestos
utilizados en los ensayos clinicos para el tratamiento de la EJA hasta el 2016, obteniendo resultados
similares 41. En el sitio web www.clinicaltrials.gov se pueden identificar los estudios clinicos que
estan siendo llevados a cabo o se han completado; al 1 de junio de 2019 se encontraron 117

estudios activos en fase clinica para el tratamiento de la EdA.
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Las estrategias terapéuticas utilizadas para el disefio de dichas drogas se basaban en el ataque de
una de las posibles vias etiologicas de la enfermedad, por lo que se han generado terapias basadas
en moduladores de los neurotransmisores, en considerar a la enfermedad una tautopatia, en la via
amiloide, en la reduccién del estrés oxidativo, en procesos anti-inflamatorios y anti-microbianos 1642,
como fue mencionado previamente. Sin embargo, no se han desarrollado drogas o terapias
considerando a la EdA como una enfermedad compleja. Dicha falta de consideracion y de
entendimiento de la naturaleza multifactorial y multimecanistica de la enfermedad podria explicar
el fracaso en el disefio de nuevas drogas. Otras cuestiones vinculadas podrian ser la falta de
biomarcadores robustos y sensibles para el diagnostico y el monitoreo de la respuesta en los
estudios clinicos, el inadecuado disefno de las pruebas de fase clinica, la falta de modelos animales

adecuados para la realizacion de los estudios pre-clinicos, entre otros 20,

1.1.6 Nuevas estrategias terapéuticas

Recientemente, Gong y col. (2018) propusieron una nueva mirada sobre la EdA, enfatizando dos
cuestiones: (1) el desarrollo de la EdA resulta de los efectos colectivos de multiples factores que no
estan restringidos a una o mas de las hipétesis etiolégicas especificas; y (2) cada individuo podria
sufrir una combinacion particular de factores etiologicos, por lo que el desarrollo y progresion de
enfermedad en cada individuo seria también particular 43. Considerando estas ideas, Gong y col.
(2018) y Bachurin y col. (2018) propusieron un desplazamiento en el paradigma del desarrollo de
drogas para el tratamiento de la EJA y mencionaron tres estrategias interesantes para el disefio de

nuevos tratamientos 4143;

1. Disefo y desarrollo de drogas multi-target. en esta estrategia se disefian nuevas moléculas de
drogas con el objetivo de que actuen sobre varios mecanismos etiolégicos a la vez. Un enfoque
sencillo y muy utilizado hasta el momento es la seleccién de dos o mas sustancias de actividad
conocida y la generaciéon de nuevas moléculas por unién covalente de las seleccionadas. La
tacrina es el farmaco mas popular para el desarrollo de ligandos multi-target, debido a su
elevada actividad anti-AChE y a la necesidad de reducir sus efectos toxicos.

2. Terapia combinada (cocktail therapy): en esta estrategia se realiza el tratamiento simultaneo
con dos 0 mas drogas capaces de actuar a través de distintos mecanismos de acuerdo con la
hipotesis multifactorial de la EdA. Este enfoque ha demostrado ser efectivo en la quimioterapia
y en el tratamiento de las infecciones con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).

3. Reposicionamiento de drogas: en esta estrategia se estudia la utilizacion especifica para el
tratamiento de la EJA de drogas que fueron aprobadas y se encuentran en el mercado pero
para el tratamiento de otra enfermedad. De esta manera se evita parte de los largos y costosos

estudios de fase clinica.
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Sumado a ello, Gartziandia y col. (2016) enfatizan la complejidad del disefio de terapias efectivas
para desérdenes del sistema nervioso central, debido a que la mayoria de las drogas no pueden
acceder al cerebro por la presencia de la BHE 44. En consecuencia, es necesario evaluar nuevas
vias de administracién de compuestos y la utilizacién de sistemas de delivery de drogas. Los
sistemas de delivery de drogas basados en nanotecnologia seran explicados a continuacién en

este capitulo, por lo que ahora nos centraremos en las vias de administracion.

Gartziandia y col. (2016) 4 realizaron una revision de las vias de administracion utilizadas hasta el

momento para tratamientos con destino en el sistema nervioso central (Figura 1.9).
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Figura 1.9 — Vias de administracién de farmacos utilizadas para tratamientos con destino en el sistema

nervioso central. Imagen modificada de 44.

Las vias intracerebroventricular e intraparenquimal han sido utilizadas para administracion directa
en el ventriculo lateral del cerebro o en el parénquima, obteniendo elevadas concentraciones de
droga sin necesidad de atravesar la BHE. Sin embargo, ambos son métodos muy invasivos y no
aseguran la difusion de la droga desde el sitio de inyeccion hacia el sitio de accion por la

complejidad del tejido cerebral.

La via intratecal también evita la BHE por inyeccion directa en el espacio subaraquinoide de la
médula espinal, siendo menos invasivo que los métodos anteriores. Sin embargo, en esta ruta la
efectividad de la droga se puede ver disminuida por la generacion de anticuerpos, ademas de la
dificultad para predecir la cantidad de droga que llegara a cerebro debido a las variaciones en el

fluido cerebro-espinal.
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Las vias parenterales (intravenosa, intramuscular y subcutanea) son rutas menos invasivas que
también han sido empleadas, dado que evitan el primer paso metabdlico por el higado, permitiendo
el ingreso de la droga directamente a la circulacion sanguinea. Sin embargo, la limitante de estas
vias es que la droga debe atravesar la BHE por mecanismos de difusién que dan lugar a escasa o

nula concentracion en el sitio de accion.

La via intranasal ha sido recientemente estudiada debido a que es una via rapida y no invasiva
capaz de evadir la BHE y permitir la llegada de la droga al sistema nervioso central evitando el
primer paso metabdlico por el higado. Luego de la administracion intranasal, las drogas pueden
acceder al cerebro por las vias olfativas o el nervio trigeminal. Ademas de los mencionados
beneficios, esta via no causa distrés en el paciente y tiene minimos efectos secundarios debido a

la baja absorcién en circulacion.
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1.2 Nanotecnologia Farmacéutica

1.2.1 Nanotecnologia y nanomateriales

Segun Sahoo y col. (2003), la nanotecnologia es “el entendimiento y control de la materia en
dimensiones de aproximadamente 1 a 100 nm, lo que genera nuevos usos de la materia” 4. La
nanotecnologia, se refiere por tanto al disefio, construccion y utilizacion de nanomateriales, es decir
estructuras, aparatos y sistemas, que posean tamafo en escala nanométrica, con nuevas
propiedades funcionales derivadas de su tamafo. En 2011, la Comision Europea definié a los
nanomateriales como “material natural, generado o manufacturado que contiene particulas en
estado libre o agregado, donde el 50% o mas de las particulas en la distribucion en numero tiene
un tamano de 1-100 nm” 46, Algunos ejemplos de bioestructuras y de materiales de tamano

nanométrico se presentan en la Figura 1.10.

Glucosa Virus
Agua Anticuerpo Bacteria

Liposomas Dendrimeros Nanoparticulas Quantum dots Fullereno
de oro

Figura 1.10- Escala nanométrica y ejemplos de nanoestructuras biolégicas y nanotecnolégicas.

Existen dos grupos de técnicas para construir nanomateriales, las técnicas fop-down'y las bottom-
up (Figura 1.11). Las técnicas fop-down permiten la produccion de estructuras en la nanoescala a
partir del material en escala macrométrica, utilizando técnicas como la litografia. Por otro lado, las
técnicas boffom-up se refieren a la produccion de nanoestructuras atomo por atomo, o molécula
por molécula, generalmente utilizando propiedades de auto-asociacion o auto-agregacion de los

componentes, y técnicas como la deposicidon atémica por capa, la nanofabricacion sol-gel, la
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deposicién en fase vapor, entre otras 47. Combinando los métodos fop-down y bottom-up, se
producen las alternativas hibridas que pueden soslayar los problemas técnicos de los otro dos

enfoques “8.

Top-down Bottom-up

- Hatnd
o #r;;,a

Moléculas Wi nl .

Material Fragmentos Material
nanomeétrico

Figura 1.11 — Métodos utilizados para la obtencién de nanomateriales. Los métodos fop-down permiten
la produccion a partir del material en escala macrométrica, mientras que los botfom-up se refieren a la

produccion de nanoestructuras atomo por atomo o molécula por molécula.

Tanto en el método fop-down como boffom-up, las propiedades de los materiales se transforman a
medida que ingresan a la escala de tamafio nanométrica. De este modo, la nanotecnologia nos
permite modificar por ejemplo el punto de fusidn, las propiedades magnéticas o el color del material
sin cambiar la composicion quimica 4°. Por ejemplo, el carbono en forma macroscopica de grafito
(mina de lapiz) es blando, mientras que los nanotubos de carbono compuestos por laminas de

grafito son mas fuertes que el acero y mas livianos.

Varios sistemas se han desarrollado para organizar y clasificar a los nanomateriales, incluyendo la

caracterizacion por sus tamafos 0 su composicion:

» En cuanto a la clasificacién por tamafio, los nanomateriales se han divido entre aquellos
que poseen una dimension (films, capas o superficies), dos dimensiones (nanocables o
nanotubos), o tres dimensiones nanométricas (nanoparticulas, liposomas, dendrimeros,
quantum dots, entre otros) (Figura 1.12) 48,

» En cuanto a su clasificacion por composicidon se han dividido en organicos (dendrimeros,
micelas de polimeros, liposomas, ferritinas, fullerenos, cristales liquidos, polimeros,
hidrogeles, entre otros) o inorganicos (quantum dots, nanoparticulas de oro, de plata, entre
otras) (Figura 1.13) 5051,
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Nanomateriales
con 3 dimensiones
nanométricas

Fullereno

Figura 1.12 — Clasificacién de los nanomateriales segin sus dimensiones nanométricas.

Las aplicaciones de la nanotecnologia son muchas y muy variadas, incluyendo la ciencia de los

materiales, la medicina, la quimica, la fisica, la ciencias de los alimentos, las ingenierias (eléctricas,

mecanicas, textil), la agricultura, la biologia experimental y computacional, la ciencia de particulas

entre otras 4851, En este trabajo haremos particular hincapié en la aplicaciéon de la nanotecnologia

a la medicina.

Nanomateriales organicos

Nanoparticulas Liposomas

lipidicas sélidas

Nanogeles Dendrimeros

Nanoemulsiones

Nanoparticulas
poliméricas

Quantum dots

Nanomateriales inorganicos

Nanoparticulas
de oro

A

Nanoparticulas Nanoparticulas de

o6xido de hierro

Figura 1.13 — Clasificacién de los nanomateriales segin su composicién.
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1.2.2 Nanomedicina

La nanomedicina es un campo relativamente nuevo y en constante evolucién, donde se combinan
la nanotecnologia con las ciencias biomédicas y farmacéuticas %2. La Fundaciéon Europea de
Ciencias defini6 a la nanomedicina como “la ciencia y tecnologia aplicada al diagndstico,
tratamiento y prevenciéon de enfermedades y aflicciones traumaticas, disminucion del dolor y
conservacion y mejora de la salud humana, utilizando herramientas moleculares y el conocimiento
molecular del cuerpo humano” 33. En un sentido amplio, podemos decir que la nanomedicina se
refiere al uso de nanotecnologia para mejorar el diagndstico, la prevencién y el tratamiento de

enfermedades.

Aunque la aplicacién de nanotecnologia a la medicina parezca ser una tendencia relativamente
nueva, el uso de nanotecnologia en aplicaciones médicas se remonta a varias décadas. El primer
ejemplo de vesiculas lipidicas de tamafio nanométrico, que mas tarde se llamaron liposomas, se
describié en 1965 %4, el primer sistema polimérico de liberacién controlada de macromoléculas se
describié en 1976 %5, la primera nanoparticula polimérica biodegradable con elevado tiempo de
circulacion en sangre en 1994 56 y el primer quantum dot bioconjugado para diagnéstico por

imagenes en 1998 57,

Hasta el momento, se han identificado cinco areas importantes de trabajo en el amplio campo que

abarca la nanomedicina 58.59;

1. Disefo y desarrollo de nanotransportadores o nanosistemas de delivery de drogas: Incluye el
uso de diferentes nanomateriales para la construccion de sistemas para el transporte y la
liberacion controlada de drogas, péptidos, acidos nucleicos y agentes para imagenes. En los
ultimos anos se ha estudiado el uso de una gran variedad de nanoparticulas, como liposomas,
niosomas, nanoparticulas lipidicas sélidas, dendrimeros y nanocapsulas.

2. Desarrollo de técnicas de nano-imagenes: Comprende el estudio y desarrollo de nuevas
técnicas que permitan monitorear en tiempo real los procesos celulares y moleculares in vivo,
con mayor sensibilidad y resolucién. Este enfoque podria ser aplicable tanto al estudio de
compartimentos subcelulares como a la deteccidn de enfermedades en estadios tempranos.

3. Puesta a punto de técnicas analiticas y desarrollo de herramientas de diagndstico ex vivoo in
vitro,; por ejemplo para el analisis de tejidos normales o patoldgicos, asi como para mejorar el
entendimiento de la iniciacion y progreso de las enfermedades.

4. Generacion de nanomateriales y nanodispositivos para bioingenieria. Incluye el estudio de
materiales con propiedades novedosas y el desarrollo de sistemas multifuncionales para utilizar
como implantes activos per se o como transportadores de otras moléculas bioactivas.

5. Transferencia del laboratorio a la clinica. Incluye el escalaje industrial, validacion de métodos,

revision de aspectos regulatorios y evaluaciéon de seguridad (nanotoxicologia).
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Es menester destacar que la nanomedicina tiene implicancias particulares en el tratamiento y
diagnostico de la EdA. Brambilla y col. (2011) revisaron la utilizacion de nanotecnologia para el
diagnéstico de la EdA y describieron, por ejemplo, que nanoparticulas de 6xido de hierro han sido
aprobadas por la FDA como agentes de contraste para imagenes de MRI en métodos in vivo,
mientras que nanoparticulas de oro se han utilizado para generar sistemas de deteccion de
biomarcadores de la enfermedad en métodos de diagndstico ex vivo 8. Sumado a ello, Nazem y
col. (2014) describieron que la mayoria de las vias etiolégicas de la EdA podrian ser abordadas
para su tratamiento con nanomateriales (Figura 1.14) ¢'. Por ejemplo, el fullereno es uno de los
nanomateriales con mejores propiedades anti-oxidantes, debido a su capacidad de captar radicales
libres, que pueden ser funcionalizado para mejorar su compatibilidad. Finalmente, ademas de
actuar como moduladores de la enfermedad, los nanomateriales podrian actuar como

nanotransportadores de drogas a través de la BHE, cuestion que fue revisada por Dong (2018) 62.

Figura 1.14 — Implicancias de los hanomateriales en la EdA. Modificada de 6.

La nanomedicina aplicada al transporte de drogas es una categoria muy diversa y compleja que
incluye el uso de materiales en la nanoescala capaces de potenciar la seguridad, eficacia o
actividad de las drogas que transportan %°. A esta aplicacion particular de la nanomedicina se la
conoce también como nanotecnologia farmacéutica, y nos centraremos en su discusion en la

préxima seccion.
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1.2.3 Nanotecnologia farmacéutica

El término nanotecnologia farmacéutica fue acufado por José Luis Vila-Jato, académico de la Real
Academia Nacional de Farmacia de Espana y presidente de la Seccidon de Tecnologia
Farmacéutica, segun: “ciencia y tecnologia de los sistemas nanoparticulados farmacéuticos
teniendo una base cientifica que se apoya en los nuevos aspectos biofarmacéuticos que estan
relacionados fundamentalmente con su pequefio tamafo y la interaccion con las células, lo que
incluye aspectos como la interaccion con la membrana celular, el trafico de los sistemas en el
interior celular, el acceso al citoplasma, el paso a través de la membrana nuclear, entre otros” .
En términos amplios, se podria decir que la nanotecnologia farmacéutica es la aplicacion de la
nanomedicina al ambito farmacéutico, con una base especial en el entendimiento molecular de las
interacciones a escala nanométrica. En esta nueva area es necesaria la estrecha colaboracion
interdisciplinaria, entre la biologia, la bioquimica, la farmacia, la matematica, la quimica y la

ingenieria.

Se prevé que la nanotecnologia farmacéutica sea el area de la nanomedicina con mayor impacto a
corto plazo, debido al alto grado de avance actual. Particularmente, la FDA definié que los productos
surgen de la nanotecnologia farmacéutica si estan preparados con nanoparticulas en el rango de
1 a 100 nm y que, debido a su pequeno tamano y elevada relacion area/superficie, exhiben
diferencias respecto del material original, o con materiales cuyo tamafo no se encuentran dentro
del rango de 1 a 100 nm, pero que exhiben propiedades dependientes de su dimension 52, Desde
1990 las autoridades regulatorias han aprobado varios productos basados en nanotecnologia
farmacéutica, la mayoria de ellos para terapias anti-tumorales, entre los que se hallan liposomas
convencionales (DaunoXome® y AmBisome®), liposomas cubiertos con polietilenglicol (Doxil® y
Caelyx®), drogas poliméricas (Capoxome®), conjugados polimero-proteinas (Oncaspar®) y
nanoparticulas de albumina con paclitaxcel (Abraxane®). De acuerdo con Bobo y col. (2016), 51
nanomedicinas fueron aprobadas por la FDA, y 77 productos ingresaron en ensayos clinicos, con
~40% de ellos comenzando entre 2014 y 2015 . La mayoria de estos materiales fueron

nanocompuestos poliméricos, liposomas o nanocristales “8.

El desarrollo de nanosistemas de delivery o nanotransportadores de drogas permiten que el
bioactivo que llevan asociado pueda atravesar diferentes barreras biol6gicas del organismo, lo que
no se podria realizar con los sistemas convencionales ya que en estos las propiedades
fisicoquimicas de la droga son las que condicionan su efectividad, absorcion y biodistribucion. Una
de las principales diferencias entre un nanotransportador y un microtransportador (sistema de
delivery de drogas a escala micrométrica), es que, merced su tamafo, los primeros poseen una
alta actividad superficial; lo que les confiere la capacidad unica de interaccionar con su entorno y

cruzar barreras biolégicas. Por otro lado, mientras los sistemas micrométricos permanecen en el
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exterior celular y liberan la droga con un determinado perfil, que luego debe ingresar al interior
celular por sus propios medios (en general por difusion), los nanotransportadores pueden ser
capturados por las células y con ellos la droga transportada. Esto genera mayores concentraciones

de droga en el interior celular, donde en general se hallan los blancos terapéuticos.

Ademas de las ventajas respecto de los microtransportadores, los nanotransportadores ofrecen
beneficios importantes respecto de los tratamientos con las drogas libres, entre ellas: transporte de
elevadas cantidades de droga, aumento de la solubilidad de drogas insolubles, proteccion de la
droga de los ambientes desfavorables (como el estbmago o los lisosomas) y de las enzimas
degradativas, incremento de la vida media de las drogas en sangre, liberacion controlada de las
drogas y posibilidad de transportar varias drogas a la vez 5152, Por ejemplo, se ha observado que
menos del 0,01% de la cantidad de droga inyectada en su tamafo de angstrom se acumula en la
region terapéutica, comparado con un 1-5% de acumulacion para las drogas administradas con
nanoparticulas %2. Es decir que los nanotransportadores pueden impartir beneficios en los perfiles
farmacocinéticos, de eficiencia, de toxicidad y de direccionamiento de los compuestos bioactivos

que transporten.

El cerebro es un 6rgano esencial que esta aislado y protegido del entorno por la BHE. Los mismos
mecanismos que impiden la entrada de sustancias extrafias nocivas evitan el acceso a
medicamentos terapéuticos. Por lo tanto, es importante disefiar nanotransportadores que sean
capaces de dirigir de forma masiva el farmaco al cerebro, especialmente en el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas como la EdA 8. En general, se espera que un
nanotransportador sea biodegradable, facil de preparar y relativamente de bajo costo, que tenga
un tamafno pequeno, una gran capacidad de carga, circulacion prolongada e idealmente que
proporcionen una acumulacién especifica en el sitio del cuerpo requerido y no en otros lugares,
reduciendo los efectos secundarios al disminuir el acceso a otros tejidos u 6rganos donde no tienen

el efecto terapéutico 8.

Un nanotransportador debe estar pensado desde multiples aspectos incluyendo el tamano de
particula, la carga superficial, el tipo de superficie quimica, entre otras, dependiendo del tipo de
droga a transportar. Asimismo, se debe considerar el tipo de transporte a realizar, diferenciandose
los transportes pasivos y activos. Los transportes pasivos aseguran la acumulacion del
nanotransportador desde la sangre al sitio de interés de accidon, mientras que el transporte activo
aumenta la internalizacion de las drogas en las células de destino. La internalizacion suele ocurrir
por varias vias endociticas dependientes de energia. En general, las particulas grandes (250 nm o
mas) son internalizadas por fagocitosis luego de haber sido opsonizadas por las inmunoglobulinas,
las proteinas del suero o los componentes del complemento. Las nanoparticulas de menor tamafo

(100 nm) son internalizadas por un proceso similar llamado macropinocitosis, donde la particula sin
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opsonizar es internalizada en una vesicula. La internalizacion de particulas de menor tamafio
(menor a 100 nm) pueden ser ademas internalizadas por endocitosis mediada por clatrina o
caveolina, cuando hay interaccion ligando-receptor especifico en la membrana celular 5. Ademas
del tamano, la carga superficial juega un papel importante en la internalizacion de nanoparticulas.
La membrana celular esta cargada negativamente, por lo que las nanoparticulas catidnicas pueden
ingresar mas rapidamente a las células gracias a la interaccion electrostatica con la membrana. Por
otro lado, las nanoparticulas anidnicas, deben interactuar con zonas cargadas positivamente de
receptores de membrana para ser internalizadas. Finalmente, las nanoparticulas hidrofobicas

pueden aumentar la internalizacion debido a la afinidad con el interior de la membrana 1.

Entre los nanotransportadores de drogas mas estudiados hasta el momento se encuentran los
liposomas, las micelas, las nanoparticulas poliméricas, las nanoparticulas soélidas lipidicas, las
ciclodextrinas y los dendrimeros (Figura 1.13). Las aplicaciones y caracteristicas de estos
nanotransportadores se han revisado anteriormente en profundidad 768, Nuestro interés se centra,
por tanto, en los dendrimeros que son polimeros tridimensionales sintetizados quimicamente
formados por capas ramificadas alrededor de un nucleo central. En los ultimos afios, los
dendrimeros se han convertido en nanotransportadores muy atractivos para la entrega de drogas
debido a su tamafio controlado en la nanoescala y la amplia posibilidad de funcionalizacion. Mas
adelante en este capitulo revisaremos las propiedades y aplicaciones particulares de los

dendrimeros.

1.2.4 Nanotoxicologia
La nanotoxicologia es definida como el estudio de las interacciones entre los nanomateriales y los
sistemas biolégicos, con un énfasis particular en establecer la relacidn, si existe, entre las

caracteristicas fisicoquimicas del nanomaterial y su efecto toxicologico 46.

Es importante resaltar que la toxicidad de un nanomaterial no se puede inferir a partir de datos de
toxicidad del material a escala micrométrica o no particulado, dado que, como se describid
previamente, los nanotransportadores poseen alta actividad superficial con numerosos grupos
funcionales expuestos, lo que es una de las principales ventajas pero también puede resultar en
consecuencias adversas. Por otro lado, también se debe considerar que un nanotransportador
puede cambiar la estabilidad, solubilidad, biodisponibilidad, farmacocinética y biodistribucion de la
droga que transporta, y por ende también puede producir cambios en el perfil de toxicidad de la

misma.

Es crucial distinguir entonces la nanotoxicologia de la toxicologia, dado que los ensayos de

toxicidad estandar son en general inadecuados en presencia de nanoparticulas. Esto se debe a
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que mientras la mayoria de los compuestos quimicos inducen dafios a través de la interaccién
especifica con biomoléculas, cada nanotransportador puede causar toxicidad por varias
mecanismos a la vez, como por ejemplo induccion de generacion de ROS, genotoxicidad,
modificaciones morfolégicas, fendmenos de degradacién, efectos inmunoldgicos, entre otros.
Factores importantes en este sentido son la elevada relacion superficie/volumen, la elevada
reactividad superficial y la susceptibilidad a la degradacién. Ademas, muchas nanoparticulas son
inestables en dispersién, por lo que tienden a aglomerarse, agregarse o sedimentar, lo que modifica
la captura y toxicidad 48. En este sentido, los estudios nanotoxicoldgicos deben implicar el estudio

simultaneo de varios efectos toxicos.

Sumado a ello, la nanotoxicidad puede ser entendida como un efecto adverso no especifico que
puede darse en células, 6rganos o un organismo completo. Por otro lado, el termino
biocompatibilidad se refiere a la habilidad de un nanotransportador de interactuar con un organismo
completo sin producir efectos adversos y de generar una respuesta apropiada en el hospedador
para una aplicacion especifica. Es por ello, que en el campo de la nanotecnologia farmacéutica es
importante estudiar la biocompatibilidad de los nanotransportadores en si mismos y de los sistemas

nanotransportadores de drogas desarrollados

Con el objetivo de estudiar la nanotoxicidad y biocompatibilidad de los sistemas de delivery de
drogas, en este trabajo proponemos la realizacion de tres tipos de estudios: (1) estudios ex vivoen
glébulos rojos; (2) estudios /in vitro en cultivo celular; y (3) estudios /n vivo en el modelo animal de

zebrafish.

1.2.4.1 Ensayos ex vivo en glébulos rojos

Es de importancia evaluar la actividad hemolitica debido a que, tras una administracién parenteral,
el dolor puede ser atribuido a la hemdlisis causada por el tratamiento, que resulta en la liberacion
de la hemoglobina de los eritrocitos al plasma. Esta liberacidon puede resultar en la irritacion
vascular, anemia, flebitis, ictericia, insuficiencia renal aguda, y en algunos casos, la muerte. Estos
mismos efectos también se pueden observar cuando los nanocompuestos llegan a la sangre por
otra via de administracién 6°. En ello radica la importancia de evaluar la actividad hemolitica no solo
de las drogas a administrar, sino también de los nanotransportadores y de los sistemas
nanotransportador-droga, previo a su utilizacion en cualquier modelo animal o estudio clinico.
Ademas, los estudios de hemdlisis y cambios morfoldgicos en glébulos rojos son métodos simples
ampliamente utilizados para analizar la interaccion entre las membranas bioldgicas y los

nanomateriales 70,

En la mayoria de los estudios ex vivo de hemdlisis, se detecta espectrofotométricamente la

hemoglobina liberada en plasma tras la incubacion de la muestra de sangre con las nanoparticulas
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y la separacién de las células no dafiadas por centrifugacion. Luego, a partir de un control positivo,
se calcula el porcentaje de hemdlisis 7'. El método de incubacion, el tiempo, las condiciones de
almacenamiento, la velocidad de centrifugacion, la longitud de onda a la que se cuantifica la
hemoglobina, y la muestra de sangre utilizada (por ejemplo, el uso de eritrocitos purificados en lugar
de sangre entera o la inclusion de varios anticoagulantes) varian significativamente de un estudio
a otro, por lo que en general es complicado realizar comparaciones con otros estudios. En este
aspecto, Dobrovolskaia y col. (2008) explicaron que es importante definir los parametros del ensayo
y mantenerlos constantes para poder realizar la comparacion de resultados entre muestras
diversas, sobre todo si incluyen nanomateriales. Asimismo, estos autores recomendaron la
utilizacion de controles positivos y negativos y varias concentraciones del tratamiento a analizar,

con el fin de evitar falsos negativos 72.

En este trabajo se propone la evaluacion nanotoxicoldgica sobre glébulos rojos humanos, no solo
a través de estudios de hemdlisis (liberacion de hemoglobina), sino también a partir del estudio
sobre la morfologia de los eritrocitos, utilizando microscopia optica y la tincion de Giemsa para

aumentar el contraste.

1.2.4.2 Ensayos /n vitro en cultivo celular

Como los nanotransportadores interactian directamente con las células y las biomoléculas, es
imperativo estudiar /in vifro los efectos adversos que podrian tener, antes de realizar estudios
clinicos. Los ensayos in vitro basados en cultivo celular son relativamente rapidos, convenientes,
baratos y sin restricciones éticas, por lo que suelen ser la primera opcién para estudiar los
nanomateriales 73. La mayoria son realizados en cultivos clasicos de dos dimensiones de lineas
celulares tumorales, aunque el uso de sfem cells y cultivo primario se esta incrementando en los
ultimos anos. La seleccién del tipo celular en general depende del 6rgano target /n vivo o de la

aplicacion particular de las nanoparticulas que se estén estudiando 46.

Para evitar la subestimaciéon o la sobreestimacion de la toxicidad de un nanotransportador, es
necesario realizar ensayos con varias concentraciones del nanomaterial, en distintos tiempos de
incubacién y utilizando diversos métodos de deteccion. Ademas, si es posible, se debe determinar
si los efectos ocurren sobre una organela especifica o si es producto de una toxicidad generalizada
74, Segun bibliografia, se han utilizado extensamente los métodos para detectar dafios en las

membranas (como LDH) y en el metabolismo celular (como MTT) 73,

En el presente trabajo, se propone la evaluacién nanotoxicoldgica a partir del estudio de los efectos
sobre: la viabilidad, por la tincion con cristal violeta (CV), la actividad metabdlica celular, mediante
el ensayo MTT, y el nivel de afeccion de membranas, por el ensayo de captura de rojo neutro (RN).

Cada uno de estos ensayos analiza distintos parametros involucrados en el mecanismo de toxicidad
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celular. El ensayo de MTT se basa principalmente en la reduccion del MTT por enzimas
mitocondriales, mientras que el ensayo de RN permite medir la captacion del colorante por los
lisosomas funcionales y el grado de afeccion de las membranas lisosomales y plasmatica, y la

tincién con CV mide la captacion del colorante por células viables unidas al sustrato 74.

1.2.4.3 Ensayos /n vivo en embriones y larvas de zebrafish

Si bien un analisis inicial de la nanotoxicidad puede realizarse /n vifro, la extrapolacion a modelos
in vivo sigue siendo un desafio 46. Sumado a ello, el estudio de la nanotoxicidad debe diferenciarse
del estudio de la nanobiocompatibilidad, como antes mencionamos, en donde se deben utilizar
organismos enteros para evaluar la respuesta biologica al nanomaterial. En dicho aspecto,
mamiferos pequefios (roedores) suelen ser los modelos mas utilizados para estudiar la distribucion
y biocompatibilidad de los nhanomateriales 75. Sin embargo, en los ultimos afos, el modelo animal
zebrafish (Danio rerio) ha ganado relevancia para el estudio de los nanomateriales, por ser un
modelo rapido, barato y facil de manipular cuyos resultados podrian extrapolarse a los observados

en humanos 6.

Especificamente, los zebrafish son peces originarios del sureste de Asia y fueron introducidos como
organismos modelo por George Streisinger a fines de los anos 80 77. Estos teledsteos son
organismos vertebrados que presentan una homologia genética del 80% con los humanos, ademas
de similitudes moleculares y fisiolégicas con los mamiferos, incluyendo la BHE, las células
endoteliales, las respuestas inmunes, entre otras. Asimismo, los zebrafish presentan muchas
ventajas que los convierten en un interesante modelo intermedio entre estudios citotoxicos /n vitro

y estudios /n vivo en modelos murinos.

Algunas de las caracteristicas de los embriones y larvas de zebrafish son que tienen tamarfo
pequeno, bajo costo de mantenimiento, gran producciéon de huevos transparentes, y rapido
desarrollo embrionario externo (los sistemas de érganos principales se desarrollan completamente
en menos de una semana) 8. Al quinto dia post-fecundacion (dpf) son funcionales el corazon, el
cerebro, el higado, el pancreas, los rifiones, el intestino, los musculos y los sistemas sensoriales
de las larvas de zebrafish; mientras que al décimo dpf se completa y vuelve funcional la BHE 7°.
Sumado a ello, los tejidos se vuelven opacos cuando ocurre la muerte celular, lo que permite
estudiar la toxicidad fenotipica semicuantitativamente. Dichas caracteristicas permiten que el
analisis del desarrollo de los peces sea adaptable para la deteccion de biocompatibilidad de alto

rendimiento.

En consecuencia, en muchos campos de la investigacién biomédica, los embriones y larvas de

zebrafish han emergido como un modelo poderoso y alternativo al uso de roedores &. En este
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sentido, es de interés resaltar que la realizacion de ensayos en zebrafish cumple con el principio

de las 3R para la investigacion con animales (reducir, refinar y reemplazar) 8.

En este trabajo, se propone la evaluacion de la nanobiocompatibilidad en larvas de zebrafish de 5
dpf, estudiando los efectos sobre la viabilidad, la morfologia (toxicidad generalizada), el ritmo
cardiaco (cardiotoxicidad), el movimiento espontaneo (neurotoxicidad) y el estado del higado

(hepatotoxicidad).
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1.3 Dendrimeros

1.3.1 Definicién de los dendrimeros

Los dendrimeros, también conocidos como moléculas en cascada, son polimeros tridimensionales
obtenidos por sintesis organica que consisten en un core central, ramificaciones unidas
covalentemente al core que crecen radialmente formando generaciones (G) y una superficie con
multiples grupos terminales (Figura 1.15). El término “dendrimero” surge de las palabras griegas
dendrony meros, que significan arbol y partes, respectivamente, haciendo referencia a la estructura
ramificada de estas macromoléculas 82. Los dendrimeros podrian ser definidos entonces como
macromoléculas sintéticas y complejas, con una estructura ramificada, una forma tridimensional

controlada y un tamano en el rango nanométrico 58.

Core multifuncional

Ramificaciones

A I

@ Grupos terminales

./ Generaciones

Figura 1.15 — Representacién en dos dimensiones de un dendrimero. Se puede observar el crecimiento

radial, a partir del core multifuncional, de las ramificaciones que dan lugar a las distintas generaciones.

Estas macromoléculas fueron sintetizadas por primera vez en los 1980s por el grupo de Donald
Tomalia 83, e independientemente por el grupo de George Newkome 84, Particularmente, los
dendrimeros, sus propiedades y sus posibles aplicaciones se volvieron un campo de investigaciéon
interesante en 1983, cuando Donald Tomalia describié por primera vez la sintesis de estos
polimeros en la Winter Polymer Gordon Conference. Este investigador y su grupo sintetizaron la
primera familia de dendrimeros a partir de un core de etilendiamina al que fueron adicionando
cadenas ramificadas de poliamidoamina (PAMAM) desde la generacion cero (G0) hasta la G10.

Estos dendrimeros se conocen como dendrimeros PAMAM o Starburst ® 8, y son uno de los
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multiples tipos de dendrimeros que se han sintetizado hasta el momento con distintos core, tipos

de ramificaciones y grupos terminales.

En todos los tipos, a medida que el dendrimero crece desde el core hacia la superficie, por adicidon
progresiva de las capas conocidas como generaciones, el tamafio se incrementa gradualmente
(aproximadamente 1 nm/G) y también se incrementa el numero de grupos internos y superficiales
(Figura 1.16). Ademas, a medida que se incrementa el numero de generaciones, los dendrimeros
se vuelven mas esféricos y la densidad de grupos superficiales se incrementa 8. Por ejemplo, los
dendrimeros PAMAM con core de etilendiamina incrementan su tamano de 1,1 a 12,4 nm desde la

G1 ala G10, mientras que el numero de grupos terminales aumenta de 8 a 16384.

Figura 1.16 — Representacion en tres dimensiones de un dendrimero desde el core a la G7. Se puede
observar que a mayores generaciones hay un incremento gradual del tamano, de la cantidad de grupos

superficiales, de la forma esférica y de la densidad de empaquetamiento. Imagen tomada de 86.

Ciertas propiedades fisicoquimicas de los dendrimeros, como la solubilidad o la reactividad, estan
determinadas por la naturaleza de sus grupos terminales superficiales. A diferencia de los
polimeros convencionales, con solo dos extremos terminales, el niumero de grupos superficiales en
los dendrimeros se incrementa exponencialmente con la generacion, por lo que se convierte en
una interfase entre el dendrimero y su entorno. Asimismo, en contraste con el crecimiento
tedricamente infinito de los polimeros lineales, el crecimiento de los dendrimeros esta
matematicamente limitado. Durante la sintesis, el nimero de unidades monoméricas aumenta
exponencialmente en cada generacion, mientras que el volumen disponible solo crece
proporcionalmente al cubo del radio del dendrimero. Cuando se alcanza el punto critico, el

dendrimero ya no puede crecer debido a un impedimento estérico, fendmeno que se conoce como

52



Capitulo 1 - Introduccién General

“starburst effect’. En el caso de los dendrimeros PAMAM, el efecto se observa a partir de la G10
87

Los dendrimeros de generaciones pequeias (G 0-3) toman conformaciones asimétricas y abiertas,
los de G medias (G 4-6) son estructuras semi-rigidas capaces de albergar moléculas tanto en su
interior como unidas a su superficie, mientras que los dendrimeros de G mayores (G 7-10) son
esferas rigidas incapaces de aceptar moléculas en su interior y con gran impedimento estérico en
su superficie (Figura 1.17) 86889, Como se menciono anteriormente, esto se debe a que a medida
que se incrementa la generacion del dendrimero, se incrementan proporcionalmente el tamano, la
forma globular, la rigidez de la estructura, la densidad de grupos terminales en la superficie y la
densidad de grupos internos . Asimismo, por el método controlado de sintesis, ademas de las
generaciones completas (Gn o Gn.0), también se pueden obtener productos intermedios, que se

denominan de generacion intermedia (Gn.5) .

GO GI G2 G3 | G4 G5

+b&5¢5©©©6°°

Diametro <1 1,9 2,6 36 | 44 57 72 | 88 10,6 (nm)

Distancia 77 ~10,7 i~1o,25 ~9,54 ~8,46 | ~712 ~6,52 (A)
(entre grupos terminales) i :
Estructuras flexibles Estructuras semi-rigidas Estructuras rigidas cerradas
abiertas i con bolsillos internos | (Interiorinaccesible)
(Interior accesible) : e e

Figura 1.17 — Representaciéon estructural de dendrimeros PAMAM desde la GO a G10. Se puede
observar el incremento gradual en el tamano de los dendrimeros y la disminucién en la distancia entre

sus grupos superficiales (aumenta la densidad en la superficie junto con la G).

A partir de su descubrimiento, los dendrimeros emergieron en los multiples campos de aplicacion
de la nanotecnologia, sobre todo como prometedores sistemas de delivery de drogas, debido a sus
propiedades controladas, como bajo indice de polidispersidad y seleccion de los grupos
superficiales %082, Si bien se han sintetizado infinidad de tipos de dendrimeros hasta el momento,
los mas utilizados en la nanomedicina son los dendrimeros PAMAM vy los dendrimeros de

polipropilenimina (PPI) .
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Particularmente, en este trabajo se utilizaron los dendrimeros PAMAM con core de etilendiamina
de la G4.0, con grupos amino terminales, y de la G4.5, con grupos carboxilicos terminales (Figura
1.18). Esta seleccion se baso en que estos dendrimeros serian 6ptimos como nanotransportadores
de drogas ya que pueden incorporar moléculas de farmaco en sus bolsillos internos, o bien anclarlos
a sus grupos de superficie mediante interacciones idnicas o covalentes %. Ademas, en trabajos
anteriores de nuestro grupo de investigacion, en el area de nanotecnologia farmacéutica, se
demostré que los dendrimeros PAMAM G4.0 y G4.5 fueron capaces de incorporar moléculas de

sulfadiazina y risperidona, aumentando su solubilidad en agua y la llegada al cerebro 91-%4,

Dendrimero PAMAM generacion 4.0
(DG4.0)

Dendrimero PAMAM generacion 4.5
(DGA4.5)
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Figura 1.18 - Representacion de los dendrimeros PAMAM generacién 4.0 y 4.5. Cada tipo de atomo
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se representa con un color (celeste: nitrdgeno, rojo: oxigeno, gris: carbono, no se representan los
atomos de hidrégeno). Se puede observar el crecimiento radial desde el core de etilendiamina, dando
lugar a cadenas con enlaces amidas y ramificaciones con aminas terciarias. Como grupos terminales,

los DG4.0 presentan aminas primarias y los DG4.5 acidos carboxilicos.

Justificado en esta eleccion, mas alla de las descripciones generales sobre los dendrimeros, en
esta seccion de la introduccién haremos hincapié en los dendrimeros PAMAM y sus

particularidades.
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1.3.2 Sintesis de los dendrimeros

La sintesis organica de estas macromoléculas permite controlar casi a la perfeccion los parametros
moleculares como tamafo, forma, quimica del interior y de la superficie, flexibilidad, topologia, entre
otros %, dando lugar a estructuras controladas y monodispersas similares a las observadas en los
sistemas bioldgicos. Inicialmente se describieron dos métodos de sintesis para la obtencion de
dendrimeros. El grupo de Tomalia y el grupo de Newkome, ambos en 1985, describieron la
obtencion de dendrimeros por métodos divergentes; mientras que el grupo de Hawker y Fréchet en
1990 describieron un método de sintesis convergente 83849 En la actualidad se han desarrollado
multiples métodos de produccion de dendrimeros, sin embargo las vias divergentes y convergentes

son aun las mas utilizadas.

1.3.2.1 Sintesis divergente

En el método de sintesis divergente (bottom-up), la construccion del dendrimero comienza a partir
del core multifuncional, al cual se le unen un nimero determinado de ramificaciones dependiendo
de la valencia del mismo (por ejemplo para un core con dos extremos reactivos se adicionaran
cuatro ramas, mientras que para un core de cuatro extremos se adicionaran ocho ramas). En la
siguiente etapa, se funcionalizan los extremos de las ramas adicionadas, lo que posibilita la proxima
etapa de crecimiento ramificado, dependiente del nimero de puntos ramificables 7°. Luego, se unen
nuevas ramas cuyos extremos se funcionalizan y asi continua progresivamente hasta alcanzar la
generacion deseada (Figura 1.19). Es decir que para dar lugar a cada una de las generaciones, se
realizan dos reacciones consecutivas; en la primera se adicionan las ramas y en la siguiente se

funcionalizan los extremos.

Grupo
terminal
+ N\ : I : N N
Core
multifuncional

Crecimiento radial: desde el core hacia la superfice ——

Figura 1.19 — Método divergente de sintesis de dendrimeros. El crecimiento ocurre radialmente desde

el core hacia la superficie, por adicion progresiva de ramas y puntos de ramificacion.

Las limitaciones de este método de sintesis incluyen que se debe utilizar un exceso de monémero
en cada reaccion y se requieren extensas separaciones cromatograficas para purificar las distintas

generaciones de dendrimeros.
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Particularmente, la sintesis divergente de los dendrimeros Starburst® comienza a partir del core de
etilendiamina, que posee dos extremos ramificables amina primaria. Al mismo se adicionan, en dos
reacciones sucesivas, capas de metacrilato y de etilendiamina, lo que da lugar a cadenas de
carbono con enlaces amidas internos y a extremos de amina primaria. Estos extremos con grupos
aminos actuan como puntos de ramificaciéon para la adicion de otras capas de metacrilato y
etilendiamina, lo que da lugar a la formacién de aminas terciarias internas (Figura 1.20). Dichas
aminas terciarias en el interior del dendrimero son los puntos de ramificacion a partir de los cuales
crece la estructura generacién tras generacidén 8690 En las generaciones intermedias de los
dendrimeros PAMAM, como es el caso del DG4.5, a partir del DG4.0 solo se adiciona una capa de

metacrilato, que se modifica para dejar expuestos acidos carboxilicos terminales.
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ot NN N_ —— SN \L n
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Figura 1.20 - Sintesis divergente de dendrimeros PAMAM con core de etilendiamina (Starburst®). A
partir del core de etilendiamina se adicionan, en reacciones sucesivas, capas de metacrilato y
etilendiamina. Se obtienen dendrimeros con enlaces amida y amina terciaria internos (de alli el nombre

poliamidoamina).

1.3.2.2 Sintesis convergente

En el método de sintesis convergente, la construccion comienza generando unidades ramificadas
llamadas dendrones, que se unen en un ultimo paso al core multifuncional para dar lugar a los
dendrimeros 70. El crecimiento de los dendrones comienza desde los grupos terminales hacia el
interior, contrariamente a lo que ocurre en el método divergente. Sin embargo, al igual que en el

otro método, el crecimiento de cada generacion implica dos pasos de reaccion consecutivos; en
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este caso, primero se funcionalizan los grupos terminales para que sean ramificables, y luego se

los unen para formar las ramificaciones (Figura 1.21).

Core
multifuncional

A A s +
Grupo
terminal

Dendroén

Crecimiento radial: desde la superficie hacia el core —
Figura 1.21 — Método convergente de sintesis de dendrimeros. El crecimiento ocurre radialmente

desde el la superficie hacia el interior de los dendrones, que luego se unen a un core multifuncional.

La ventaja de este método es que se obtienen dendrimeros con menos errores, dado que se
seleccionan y utilizan solo los dendrones correctamente formados para la unién al core. Sin
embargo, esta limitado a la produccion de generaciones pequefias debido a los inconvenientes
estéricos a nanoescala que se presentan cuando se unen dendrones de gran tamafo a un unico

core central.

1.3.2.3 Otros métodos de sintesis

Uno de los principales desafios para el uso y aplicacion de los dendrimeros es la simplificacion de
sus métodos de sintesis. En la actualidad, el objetivo es aumentar las cantidades producidas para
su comercializacion masiva y, ademas, para disminuir los costos de produccion. En la busqueda de
nuevos métodos de sintesis, se han combinado las estrategias divergentes y convergentes, se han
implementado estrategias de auto-ensamblaje, y se han desarrollado técnicas completamente
novedosas 9. Sowinska y col. (2014) realizaron una revision al respecto, en donde se profundizan

los métodos conocidos como hipercore, hipermondmeros, doble exponencial, ortogonal, click y lego
98

De acuerdo con lo descripto, independientemente del método, la sintesis se puede realizar a partir
de elementos naturales o de elementos sintéticos. Ademas, las superficies de los dendrimeros
pueden ser posteriormente modificadas con otras moléculas. Por ejemplo, moléculas responsables
del reconocimiento de motivos celulares, radioisétopos, marcadores fluorescentes, polimeros, entre
otras 70. Por tanto, la sintesis de dendrimeros puede dar a la formacién de multiples tipos de

estructuras, todas ellas con caracteristicas controladas particulares.
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1.3.3 Arquitectura de los dendrimeros

La arquitectura de los polimeros macromoleculares se podia clasificar en lineal, entrecruzada o
ramificada. A partir de la sintesis de los dendrimeros, la arquitectura dendritica se ha desplegado
como la cuarta familia de arquitecturas macromoleculares (Figura 1.22). Dentro de la arquitectura
dendritica se incluyen a los polimeros hiperramificados, a los dendrigrafts, a los dendrones y a los

dendrimeros 97.

Arquitecturas macromoleculares

Lineal Entrecruzada Ramificada Dendritica

Hiper-ramificada Dendrigrafts  Dendrones  Dendrimeros

w5 A

Figura 1.22 - Representacion de las arquitecturas macromoleculares. Los polimeros pueden ser

clasificados en lineales, entrecruzados, ramificados o dendriticos.

La arquitectura dendritica es una de las topologias biolégicas mas conservada, dado que puede
ser encontrada en los sistemas biolégicos en todas las escalas de tamafio. Por ejemplo, esta
arquitectura se puede encontrar en la escala del metro, en las ramas de los arboles o0 en sus raices;
en la escala de los centimetros y milimetros en las topologias de la circulacidon del cuerpo humano,
sobre todo en los pulmones, el higado y el rindn; o en la escala de los micrometros en las neuronas
y sus dendritas. También se puede encontrar en la escala del nanémetro a nivel molecular, por
ejemplo en la estructura del glucégeno, la amilopectina y los proteoglicanos. La existencia de estos
patrones dendriticos en diferentes escalas bioldgicas deja en evidencia que las estructuras

altamente ramificadas ofrecen ventajas unicas a nivel funcional.

Particularmente, la arquitectura de los dendrimeros tiene tres dominios distinguibles: el core
iniciador, las capas interiores (generaciones) compuestas por unidades que se adicionan radial y
ramificadamente desde el core, y los grupos funcionales terminales que forman la superficie del

dendrimero 82.87.99,

1.3.3.1 Core

El core es una molécula multifuncional que actua como nucleo de la arquitectura del dendrimero.
Estas moléculas se caracterizan por tener grupos reactivos que funcionan como puntos de
ramificacion iniciales a partir de los cuales se despliega la estructura dendritica. Se pueden
clasificar en bi-, tri-, y tetra-funcionales, segun presenten dos, tres o cuatro grupos ramificables,

respectivamente (Figura 1.23).

58



Capitulo 1 - Introduccién General

Para la produccién de dendrimeros se han utilizado distintos tipos de core, siendo los reactivos
bifuncionales mas utilizados la etilendiamina (EDA) y butilendiamina (DAB, por diaminobutano); de
los trifuncionales, el amoniaco y la triazina; y de los tetrafuncionales, el clorato de tiofosforilo (TC)

y el tetrametilsilano &.

Dentro de una misma familia, el tipo de core modificara las propiedades del dendrimero. Por
ejemplo, la longitud de core puede afectar la capacidad de encapsular moléculas, debido a que
modificara la densidad del empaquetamiento de las generaciones que crecen a partir de él 85, Del
mismo modo, la funcionalidad del core determinara la cantidad de ramificaciones y de grupos

terminales para una misma generacion de dendrimero (Figura 1.23).

Core bi-funcional Core tri-funcional Core tetra-funcional
P CHs
N~ SN |
HZN/\/NHZ t /) H3C—S|i—CH3
N CH3

Etilendiamina

Triazina Tetrametilsilano

G2 (16 grupos terminales) G2 (24 grupos terminales) G2 (32 grupos terminales)

Figura 1.23 — Clasificacién de los core segun cantidad de grupos funcionales. Se presentan tres
moléculas ejemplo de cada tipo de core, y se muestra como la funcionalidad del core afecta a la

densidad de ramificaciones y a la cantidad de grupos terminales para una misma G de dendrimeros.

1.3.3.2 Ramificaciones internas (generaciones)

Las capas repetitivas que se presentan radial y ramificadamente desde el core iniciador se llaman
generaciones. Las caracteristicas quimicas (tipo de atomos y enlaces) que dan lugar a estas
ramificaciones son las que determinan el tipo de dendrimero o la nomenclatura general que se le
atribuye a esa familia de polimeros. Por ejemplo, cuando estas ramificaciones son grupos de
poliamidoamina, los dendrimeros de conocen como PAMAM, independientemente de la molécula

que forme el core.
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Como se menciono, se han sintetizado diversos tipos de dendrimeros, pero los mas estudiados son
los dendrimeros PAMAM, PPI, de poli-L-lisina (PLL), de poliéster, de poliglicerol, de triazina, los
fosfodendrimeros y los glicodendrimeros (Figura 1.24) 258,
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Figura 1.24 — Clasificacién del tipo de dendrimero segin sus ramificaciones. Se presentan algunos

ejemplos de dendrimeros y la estructura quimica de sus ramificaciones.

Nuevamente, a medida que se incrementa la generacion del dendrimero, se incrementa el numero
de ramificaciones, el tamafo, la cantidad de grupos superficiales, la cantidad de grupos internos, la
forma esférica y la densidad de empaquetamiento (interna y superficial). Tanto la generacion
(cantidad de ramificaciones), como la quimica de la unidad repetitiva que se utilicé para generar las

ramificaciones seran determinantes de las propiedades funcionales del dendrimero.
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1.3.3.3 Grupos superficiales

En la superficie de los dendrimeros se encuentran los grupos terminales, cuyas caracteristicas
quimicas, junto con las del core y las ramificaciones, terminaran de determinar las propiedades
particulares de cada dendrimero. Por ejemplo, estos grupos superficiales son los que determinan
la solubilidad de los dendrimeros y su carga en distintas condiciones de pH %. Debido al método
controlado de sintesis, una misma familia de dendrimeros puede obtenerse con distintos grupos
terminales. En general, los grupos mas utilizados son aldehido, alcohol, amina primaria, acido
carboxilico, acido succinico y aminoetanol (Figura 1.25), lo que permite clasificar a los dendrimeros

en anionicos, cationicos o neutros a pH fisiologico 7.

Grupos funcionales Grupos funcionales Grupos funcionales
cationicos anionicos neutros
H @) 0
/ 4 /
R—N R-C R-C
AN AN N
H OH H
Amina primaria Acido carboxilico Aldehido
H C/O 0 OH

e
R—N/\/N\H R—N—?:/\/ “OH R_E::_N/\/
H H H

Etilendiamina Acido succinico Amidoetanol

Figura 1.25 - Clasificacién de los dendrimeros segun sus grupos funcionales terminales. Se presentan
ejemplos de grupos terminales que dan lugar a dendrimeros cationicos, aniénicos o neutros a pH

fisioldgico.

Modificando los tres dominios de la arquitectura de los dendrimeros (core, ramificaciones y grupos
terminales), se pueden disefiar y sintetizar dendrimeros para propositos especificos, como
dendrimeros con propiedades anti-virales o anti-bacterianas, o dendrimeros para transportar
drogas a sitios particulares. La modificacion de los grupos superficiales permite tanto seleccionar
las caracteristicas de carga y funcionalidad del dendrimero, como la adiciébn de moléculas de
reconocimiento o de moléculas bioactivas (drogas); mientras que la modificacion de la generacion

permite determinar la proximidad entre los grupos superficiales y la conformacion del dendrimero.
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1.3.4 Aplicaciones de los dendrimeros

Las caracteristicas unicas de esta clase de nanomateriales permiten su aplicacién en multiples y

diversos campos del conocimiento, como la biomedicina, la quimica, las ciencias biologicas, la

ciencia de los materiales, la ingenieria y la electronica 8. Por ejemplo, en el area de la electrdnica,

los dendrimeros se han utilizado para disefiar sensores Opticos, disp/ays y dispositivos de

recoleccion de luz 8. Particularmente en el campo de la nanomedicina, las caracteristicas

determinantes de la utilizacion de los dendrimeros son 97.100:

Arquitectura simétrica, estable y bien definida.

Tamafio monodisperso y controlado en el rango de los nanémetros.

Estructura ramificada multivalente y multifuncional.

Grupos superficiales de tipo, carga y cantidad controlada.

Relacién area/volumen extremadamente alta.

Gran reactividad quimica y solubilidad en agua.

No modifican significativamente la viscosidad de la suspensién, en comparacion con los
polimeros lineales del mismo peso molecular.

Estructura multifuncional que permite la interaccion cooperativa de varias sustancias a la
vez (o de una sustancia y membranas biolégicas).

La formacidn de bolsillos internos permite su utilizacion como encapsuladores de moléculas.

Dichas caracteristicas dieron lugar a la aplicacién de los dendrimeros como 101-105;

Sistemas de delivery de drogas (nanotransportadores de drogas).

Sistemas de delivery de genes (terapia génica /n vivoy transfeccion in vitro). Dos productos
basados en dendrimeros ya se encuentran en el mercado como agentes de transfeccion /in
vitro. PolyFect ® y Superfect ®.

Aditivos en la industria farmacéutica (como adyuvantes en vacunas) y cosmética (como
potenciadores de la penetracion en sistemas tdpicos).

Agentes de contraste (imagenes medicinales y diagnéstico temprano).

Agente fotodinamicos (terapia fotodinamica y fototérmica).

Agentes con accion catalitica.

Agentes en inmunoensayos. Dos productos basados en dendrimeros se encuentran en el
mercado: Stratus ® para la deteccion de biomarcadores cardiaco y Alert Ticket ® para la

deteccion de antrax.

A continuacién nos centraremos en las caracteristicas de los dendrimeros que los convirtieron en

nanomateriales ideales para aplicaciones en nanotecnologia farmacéutica.
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1.3.5 Dendrimeros como proteinas artificiales

Muchas veces se han referido a los dendrimeros como proteinas artificiales, debido a sus
dimensiones nanométricas, monodispersidad y otras propiedades biomiméticas 1%. Estas
propiedades de los dendrimeros han llevado a que los mismos sean utilizados como reemplazo de
proteinas en técnicas de inmunodiagndstico y aplicaciones de expresion genética in vitro 8. Sobre
todo los dendrimeros PAMAM estan estrechamente emparentados en tamano y forma con muchas
proteinas globulares importantes (Figura 1.26); por ejemplo los dendrimeros PAMAM G3.0, G4.0 y
G5.0 son de aproximadamente el mismo tamano y forma que la insulina (3 nm), el citocromo C (4
nm) y la hemoglobina (5,5 nm), respectivamente. Del mismo modo, los dendrimeros G5.0 y G6.0
tienen diametros equivalentes a la bicapa lipidica de las membranas bioldgicas. Por otro lado, los
dendrimeros PAMAM G7.0 a G10.0 presentan forma y tamano similar a las histonas, proteinas
capaces de formar complejos estables con el DNA, lo que explica la extraordinaria estabilidad de

los complejos DNA-PAMAM vy su utilizacion como sistemas de delivery génico 8688107,
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Figura 1.26 — Comparacién del tamafio de los dendrimeros PAMAM con proteinas globulares y otros

componentes celulares. Modificada de 8.

Ademas de por su tamano, las caracteristicas quimicas de las ramificaciones de los dendrimeros

PAMAM permitirian considerarlos como derivados oligoméricos del aminoacido (-alanina 198, Si
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bien existen muchas similitudes, es importante resaltar las diferencias. Las proteinas globulares
son estructuras terciarias resultado del plegado de estructuras lineales, que tienen, en general,
interiores densamente empaquetados y superficies con dominios de funcionalidad y polaridad
diferencias (algunas zonas hidrofébicas y otras hidrofilicas). Por su parte, los dendrimeros
presentan formas globulares debido a su estructura ramificada, pero su interior suele no estar
densamente empaquetado sino que posee bolsillos internos acuosos y su superficie es homogénea

con propiedades definidas por el tipo de grupo terminal 86,

1.3.6 Dendrimeros como nanotransportadores de drogas

Un area de gran interés es el estudio de la interaccion entre drogas y dendrimeros 85
Particularmente, los dendrimeros han demostrado incrementar la solubilidad, estabilidad y
biodisponibilidad de las drogas con las que interaccionan 8. Asimismo, modifican el perfil de
liberacion de las drogas, por ello se han convertido en una plataforma interesante para el desarrollo
de sistemas de delivery. Los dendrimeros aportan propiedades unicas a este campo, ya que tienen
caracteristicas relevantes como polidispersidad minima, estructura de superficie definida, elevada
solubilidad en agua y tamano muy pequefo y controlado en el rango de nandmetros 86.97.100.109_ E|
perfecto sistema de delivery de drogas basado en dendrimeros deberia aumentar la solubilidad de
la droga en agua (con una elevada capacidad de carga), aumentar la estabilidad de la droga en el
tiempo, presentar baja o nula toxicidad, ser biodegradable, presentar caracteristicas favorables de

retencién y biodistribucion en el organismo, y no ser inmunogénico %8.

Los mecanismos por los cuales los dendrimeros pueden solubilizar las drogas, estabilizarlas y

actuar como nanotransportadores se han clasificado (Figura 1.27) como:

= Conjugacion: la interaccién dendrimero-droga esta mediada por enlaces covalentes entre la
droga y la superficie y/o el interior de los dendrimeros. Los conjugados dendrimero-droga se
obtienen por reaccidén quimica, por lo que sus caracteristicas dependeran del método de
conjugacion. La union de la droga puede ocurrir directamente al dendrimero o a través de una

molécula que actua como /inker.

= Complejacion: la interaccion dendrimero-droga es de tipo no covalentes, pudiendo involucrar
interacciones electrostaticas, de puente de hidrégeno, hidrofobicas o de van der Waals. En los
complejos dendrimero-droga el tipo de interaccion establecida dependera de las caracteristicas
del dendrimero (generacion y tipo de core, de ramificaciones y de grupos superficiales), de las
caracteristicas de la droga y de las condiciones fisicoquimicas del medio (pH, temperatura,
fuerza idnica, tipo de solvente, entre otras). Se han diferenciado dos tipos de mecanismos de

complejacion dependiendo del sitio donde ocurra la interaccion, segun:
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» Encapsulacién dentro de la arquitectura del dendrimero: las drogas se incorporan en los
bolsillos internos de los dendrimeros.
» Anclaje en la superficie de los dendrimeros: las drogas interaccionan con los grupos

terminales de los dendrimeros.

Conjugacion Complejacion
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Figura 1.27 — Mecanismos de interaccion entre drogas y dendrimeros. Los mecanismos se dividen en
conjugacion (mediados por enlaces covalentes) y complejacion (mediados por interacciones no

covalentes) dentro de los bolsillos internos y/o en la superficie del dendrimero.

1.3.6.1 Conjugaciéon de drogas y ligandos

La superficie de los dendrimeros brinda una gran cantidad de grupos funcionales para la unién
covalente de las moléculas de droga de interés y, ademas, de otra variedad de ligandos especificos.
Asimismo, los grupos internos de los dendrimeros pueden actuar como sitios de conjugacioén, pero
las reacciones quimicas necesarias son mas complejas que para modificar los grupos superficiales

expuestos.

La union covalente al dendrimero se puede realizar directamente a su estructura, o se puede
establecer a través de /inkers con propiedades particulares. Por ejemplo, /inkers biodegradables o
linkers hidrolizables en el sitio-especifico de accion, lo que ofrece la oportunidad de mejorar el perfil
de liberacion de las drogas 85110,
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Los dendrimeros PAMAM se han utilizado para generar conjugados con diversas moléculas de
drogas, entre ellas: ibuprofeno, propranolol, metotrexato, dexametasona, paclitaxel, cisplatino,
penicilina y venlafaxina 87109111 En estos trabajos se reflejan las potencialidades del uso de
conjugados dendrimero-droga para aumentar la solubilidad en agua y la estabilidad quimica de las

moléculas de droga.

Ademas, los dendrimeros PAMAM se han modificado con una multiplicidad de otras moléculas,
tales como ligandos de receptores de membrana celular, modificadores de la solubilidad, moléculas
que reducen la interaccién con macromoléculas del sistemas inmunolégico y marcados radiactivos,
entre otras. La molécula mas utilizada en bibliografia para modificar la superficie de los dendrimeros
es el acido félico, debido a que los receptores de folato se sobreexpresan en la membrana
plasmatica de las células cancerigenas; por lo tanto, se espera que los dendrimeros modificados
con folato funcionen como delivery selectivo de drogas al interior de las células tumorales 12, Por
otro lado, los hidratos de carbono constituyen otra clase importante de moléculas de reconocimiento
biolégico que se han utilizado para modificar la superficie de los dendrimeros. Especificamente,
para que la union entre los oligosacaridos y sus receptores de membrana pueda concertarse, los
ligandos deben estar presentes formando clusteres, por lo tanto la superficie de los dendrimeros
podria funcionar como plataforma éptima para tales presentaciones '13. Por ejemplo, se han
utilizado multiplicidad de glicodendrimeros como agentes de diagndstico o en la generaciéon de

vacunas 4.

1.3.6.2 Complejacién de drogas

La complejacion de drogas en los dendrimeros puede ocurrir por dos mecanismos: encapsulacion
en sus bolsillos internos y/o anclaje en sus grupos superficiales. La encapsulacion involucra
interacciones no covalentes con la estructura interna de los dendrimeros; mientras que el anclaje

requiere de la interaccion no covalente con los grupos superficiales 85,

Los factores que modifican la capacidad de los dendrimeros para actuar como complejadores de
drogas incluyen cuestiones relacionadas con el dendrimero en si (generacion, naturaleza de la
superficie del dendrimero, de las ramificaciones y del core, y concentracion) o con el medio (pH de

la solucion, naturaleza del solvente, presencia de sales y temperatura) 5.

En primer lugar, la capacidad de encapsulacion de moléculas en el interior dependera de la
generacion del dendrimero. Como se menciond anteriormente, las generaciones pequefas (<G3.5)
son estructuras abiertas incapaces de retener moléculas de droga, mientras que en las
generaciones grandes (>G7.0) el congestionamiento de grupos superficiales no permite el ingreso

de moléculas al interior. Por lo tanto, las generaciones G4.0 a G6.5 serian las indicadas para
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incorporar moléculas en su interior, debido a que poseen una estructura semi-rigida con cavidades

internas acuosas 58.

En segundo lugar, la presencia de cavidades internas esta intimamente relacionada con el estado
conformacional del dendrimero, lo que depende de las condiciones del medio (como pH, fuerza
idnica y tipo solvente) y las caracteristicas quimicas del dendrimero (pKa de sus grupos funcionales,
hidrofobicidad de los bolsillos, impedimentos estéricos de la superficie y rigidez de sus
ramificaciones). Se ha descripto que, dependiendo de las condiciones en que se encuentran, los
dendrimeros podrian adoptar diferentes conformaciones que producirian cambios en el
empaquetamiento de sus grupos internos y terminales. Por ejemplo, los dendrimeros PAMAM de
generacién completa (como los DG4.0) exhiben conformaciones abiertas a bajo pH debido a la
repulsion electrostatica entre las aminas terciarias internas y las aminas primarias externas, ambas
protonadas, lo que rigidiza las ramas del dendrimero y las fuerza a alejarse del interior. Por otro
lado, a pH basico, las ramas se retraen como consecuencia de los puentes de hidrégeno entre las
aminas terciarias del interior y las aminas primarias de la superficie, ambas desprotonadas, proceso
que se conoce como back-folding y resulta en una estructura compacta (Figura 1.28) 6. En
concordancia con el estado de protonacién, se ha demostrado que el agua tiene capacidad para
ingresar a los dendrimeros y dicha capacidad es dependiente del pH 9. Estos cambios
conformacionales relacionados con el pH dependen del pKa de los grupos terminales y de los
grupos del interior del dendrimero. Por ello, los dendrimeros PAMAM de generaciones intermedias
(como los DG4.5 con grupos carboxilicos terminales), muestran conformaciones abiertas tanto a

pH acido como basico, pero una estructura mas compacta a pH fisioldgico (Figura 1.28).

En tercer lugar, la polaridad y la pureza del solvente afecta la conformacién de los dendrimeros
debido al proceso de back-folding de los grupos terminales 7. Particularmente, a una menor
capacidad de solvatacion del medio, mayor back-folding de los dendrimeros. En estudios de
resonancia magnética nuclear se observo que dendrimeros polares en solventes no polares tienen
mayores interacciones intra- e inter-moleculares, lo que resulta en un interior compacto y en la
agregacion de los dendrimeros 9, mientras que en solventes polares tienen una estructura abierta.
Estos cambios conformacionales dependiendo del solvente seran inversos en el caso de

dendrimeros no polares.

En cuarto lugar, los dendrimeros pueden modificar la solubilizacién de las drogas de manera
concentracion-dependiente; se ha demostrado que al aumentar la concentracién de dendrimero se

incrementa la concentracion de droga de manera lineal 118-120,
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Figura 1.28 — Conformacion estructural de los dendrimeros PAMAM en funcién del pH. El estado de
protonacién de los grupos funcionales internos y terminales depende del pH. La conformacion de los

dendrimeros depende del estado de protonacion de dichos grupos.

Si bien el numero de moléculas de drogas que se pueden encapsular en los dendrimeros esta
restringida por el tamafio y conformacion de los bolsillos internos, la capacidad de carga se ve
drasticamente incrementada si se pueden formar complejos por interaccion con los grupos
superficiales de los dendrimeros. Por ejemplo, los dendrimeros PAMAM G4.0 con core de EDA
tienen 64 grupos amina primaria terminales con carga positiva a pH fisiolégico, que podrian
interactuar con moléculas de drogas que presenten carga negativa en dichas condiciones; mientras
que los dendrimeros PAMAM G4.5 con core de EDA tienen 128 grupos carboxilicos terminales con
carga negativa a pH fisiolégico, que podrian interactuar con moléculas de droga que presenten
carga positiva. Obviamente, las interacciones electrostaticas establecidas entre los grupos
terminales de los dendrimeros y las moléculas de droga dependeran del pH del medio y del pKa de

los grupos ionizables.

Gracias a sus propiedades como complejadores de drogas, los dendrimeros en general han sido
utilizados como solubilizadores y estabilizadores de bioactivos con diferentes enfoques

terapéuticos, por ejemplo como nanotransportadores de compuestos anti-cancer, anti-malaria, anti-
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virales, anti-tuberculosis, anti-microbianos, anti-inflamatorios, anti-hipertensivos, entre otros %7. En
particular, los dendrimeros PAMAM se han utilizado para complejar diversas moléculas de drogas,
entre ellas: indometacina, metotrexato, doxorubicina, ibuprofeno, SN-38, 5-fluorouracilo,
nadifloxacina, nitrato de pilocarpina, flurbiprofeno, naproxeno, indometacina, ketoprofeno,
piroxicam, tamsulosina, aceclofenaco, amfotericina B, haloperidol y risperidona 87.115.121, En estos
trabajos se resalta la capacidad de los dendrimeros de complejar drogas, aumentando su
solubilidad y su estabilidad en medios acuosos, sin la necesidad de reacciones quimicas entre la

droga y el nanotransportador que podrian modificar las propiedades particulares de cada uno.

1.3.7 Dendrimeros como nanodrogas

Los dendrimeros han sido estudiados como drogas per se, debido a sus propiedades anti-
bacterianas, anti-priones, anti-virales, anti-coagulantes, anti-oxidantes, anti-inflamatorias, y anti-

agregacion de proteinas, entre otras. Estas propiedades se han estudiado y revisado extensamente

109,122-124

Los dendrimeros anti-bacterianos poseen, en general, grupos cationicos en su superficie, como
grupos aminas o tetralquilamonio. Esta carga positiva les permite interactuar con las membranas
bacterianas anionica y dafarla, causando la lisis bacteriana 125126, Por ejemplo, los dendrimeros
PPl con grupos tetralquilamonio en la superficie han demostrado ser potentes agentes anti-
bacterianos contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas '27, mientras los dendrimeros PLL
con grupos manosil superficiales fueron eficientes inhibidores del crecimiento de £. Coli 128, Por
otro lado, Calabretta y col. (2007) demostraron que los dendrimeros PAMAM G5.0 fueron toxicos
contra P. aeruginosa y S. aureus de manera concentracion dependiente '2°. Recientemente,
Holmes y col. (2019) observaron que mientras los dendrimeros PAMAM catidnicos presentaron
efectos anti-microbianos generacidon-dependiente, los dendrimeros PAMAM anidnicos no actuaron
como anti-microbianos, presumiblemente debido a que no interaccionan con la membrana
bacteriana 130, Estos mismos autores demostraron que los dendrimeros PAMAM catiénicos fueron

mas efectivos contra bacterias Gram-negativas (como E. col)) que Gram-positivas (S. aureus).

Por otro lado, los dendrimeros con propiedades anti-virales poseen grupos anionicos en su
superficie, como sulfonatos o acido sialico. Esta carga negativa les permite interactuar con los virus
y competir en el proceso de fijacién del virus a la superficie celular. Se ha reportado que
dendrimeros de PLL modificados con grupos naftol o sulfonato en la superficie inhibieron la
propagacion in vitro del virus herpes simple, al impedir la entrada del virus a las células y su
posterior replicacion 13!, Del mismo modo, dendrimeros PAMAM modificados con naftol-sulfonato
mostraron efectos similares contra el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) 132, La empresa
australiana Starpharma ha desarrollado el producto VivaGel ®, un gel de carbopol cuyo
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componente activo son dendrimeros polianidnicos con un core de bencilhidramina-amida-lisina y
32 grupos naftaleno-disulfonato superficiales 133, y han demostrado que estos dendrimeros se unen
a la proteina gp120 del VIH e impiden su fijacion a los receptores CD4 celulares, por lo que
previene/reduce la transmisién sexual del VIH y de otras enfermedades virales de transmision
sexual. Este producto fue aprobado por la FDA en 2008 para su empleo en humanos; desde
entonces ha demostrado ser eficiente ademas contra la propagacion de los virus de herpes simple

y de la hepatitis B, y contra la bacteria que produce clamidia 1.

Ademas, se ha reportado que los dendrimeros pueden actuar como inhibidores de la enzima
acetilcolinesterasa (AChE), propiedad con implicancia directa en el tratamiento de la EdA.
Particularmente, Klajnert y col. (2004) estudiaron el efecto de dendrimeros PAMAM G4.0 sobre la
actividad de la AChE en membranas de globulos rojos, demostrando que los dendrimeros
cationicos inhibieron a la enzima 34, Los autores propusieron que la inhibicién ocurrié por dos
procesos concomitantes: los dendrimeros se unen directamente a la enzima y modifican su
estructura, impidiendo su accién catalitica, y los dendrimeros se unen a la membrana de los
glébulos rojos, generando cambios conformacionales en todas las enzimas transmembrana. Sin
embargo, Shcharbin y col. (2006) estudiaron los efectos de los dendrimeros PAMAM G3.5 y G4.0
sobre la AChE comercial (en condiciones de no membrana), y los dendrimeros efectivamente
redujeron la actividad enzimatica de modo concentracion-dependiente. En este trabajo, se confirmdé
que los dendrimeros catiénicos y aniénicos se unen a la enzima y modifican su estructura, actuando

como inhibidores no competitivos 135,

Por otro lado, también relacionado con la etiologia y progresion de la EdA, los dendrimeros se han
estudiado /n vitro e in vivo en modelos animales por sus propiedades intrinsecas para prevenir la
agregacion y fibrilacion de las proteinas AB, PrP y a-sinucleina 2. Por ejemplo, Wasiak y col. (2012
y 2015) demostraron que fosfodendrimeros de G3.0 y G4.0 con grupos terminales cationicos
impidieron la formacion de fibras a partir de mondmeros de AB28 y de Tau (ambos relacionados
con la etiologia de la EdA) 136137, Por su parte, estudios realizados por Klajnert y col. (2006) han
demostrado la capacidad de los dendrimeros PAMAM G3.0, G4.0 y G5.0 para impedir la agregacion
y formacion de estructuras fibrilares amiloides a partir del péptido AB28 y del péptido PrP
(relacionado con enfermedades pridnicas). En estos estudios también demostraron que los
dendrimeros PAMAM pueden interactuar con las proteinas amiloides combinando dos estrategias
de inhibicién de la fibrilacion: la unién a las proteinas directamente, impidiendo la formacion de
nuevas fibras, y la union a fibras pre-existentes, favoreciendo la ruptura de las mismas e impidiendo
su crecimiento 38, En esta misma linea, Patel y col. (2007) estudiaron la accion de los dendrimeros
PAMAM G3.0 y G4.0 con grupos de acido sidlico terminales, demostrando que los mismos

atenuaron la toxicidad inducida por el péptido AB en cultivo celular 139, Finalmente, Milowska y col.

70



Capitulo 1 - Introduccién General

(2011) estudiaron los efectos de los dendrimeros PAMAM G3.5 y G4.0 sobre la formacion de fibras
a-sinucleina, y observaron que solo los dendrimeros cationicos presentaron un efecto inhibidor de

la fibrilacion 140,

Sumado a las caracteristicas mencionadas, se ha demostrado que los dendrimeros PAMAM
poseen propiedades anti-inflamatorias 4'. Chauhan y col. (2009) reportaron que los dendrimeros
PAMAM G4.0 presentaron actividad anti-inflamatoria en cultivo celular, incluso en mayor medida
que la droga indometacina '42. Por otro lado, Neibert y col. (2013) demostraron las propiedades
anti-inflamatorias de los dendrimeros PAMAM GO y G1.0 en células de microglia estimuladas con
lipopolisacarido; cuyos resultados sugieren que estos dendrimeros podrian actuar como inhibidores
de las enzimas Oxido nitrico sintasa y la ciclooxigenasa-2, ambas mediadoras del proceso

inflamatorio 143.

De aqui la importancia de considerar a los dendrimeros PAMAM no solo como sistemas de delivery
de drogas sino como farmacos terapéuticos per se, que podrian ser utilizados en el tratamiento de
la EJA o como potenciadores de los tratamientos pre-existentes en la generacion de terapias

combinadas, por sus propiedades anti-AChE, anti-agregacion de proteinas y anti-inflamatorias.

1.3.8 Toxicidad de los dendrimeros

Debido a su tamano nanométrico, los dendrimeros pueden interaccionar con los componentes
celulares, como la membrana plasmatica, las organelas (endosomas, mitocondrias, nucleo) y las
proteinas (como enzimas o receptores de membrana), asi como con el resto de los componentes
celulares que también tienen un tamano nanométrico. Es decir que pueden tener una interacciéon

no-selectiva, lo que los hace potencialmente toxicos 82.

Particularmente en el caso de los dendrimeros PAMAM, la gran densidad de grupos superficiales
(1 grupo amino/nm2 para los DG4.0 y 1,6 grupos carboxilicos/nm?2 para los DG4.5) combinado con
su pequefo tamano (4,5 y 5 nm, respectivamente) da lugar a una elevada relacion area/volumen,
lo que les confiere una capacidad inusual para establecer interacciones superficiales con las
membranas celulares. Ademas, los dendrimeros PAMAM no solo interaccionan con los lipidos de
las membranas sino que también pueden modificar la conformacion de las proteinas e interactuar
con otros componentes celulares, por lo que es fundamental estudiar sus efectos tdxicos en

distintos sistemas bioldgicos.

En este trabajo propusimos que un analisis completo de la nanotoxicidad deberia incluir instancias
del estudio ex vivo, in vitro e in vivo, por lo que nos centraremos en recuperar la informacién acerca

del efecto de los dendrimeros PAMAM en los tres sistemas mencionados.
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1.3.8.1 Toxicidad ex vivo en gl6bulos rojos

En general, los efectos deletéreos sobre los globulos rojos se realizan a partir de la cuantificacion
de hemoglobina liberada en funcion del tipo de nanoparticula, la concentracion y el tiempo de
incubacién. Utilizando estos estudios, se ha demostrado que los dendrimeros catiénicos PAMAM,
PPl y PLL causan hemdlisis de manera generacion-dependiente 7°. Particularmente, Malik y col.
(2000) hallaron que todos los dendrimeros PAMAM catidnicos (excepto G1) en concentraciones
mayores a 1 mg/mL producen hemdlisis de modo generacién-dependiente luego de 1 h de
incubacién; mientras que los dendrimeros PAMAM anidnicos (G3.5 a G9.5) no produjeron efectos
hemoliticos incluso en concentraciones de 2 mg/mL 44, Por su parte, Bhadra y col. (2003) y Asthana
y col. (2005) también reportaron efectos hemoliticos en concentraciones superiores a 1 mg/mL para
los dendrimeros catiénicos 145146, Sumado a ello, Domanski y col. (2004) observaron que luego de
1 h de incubaciéon a concentraciones no hemoliticas de 10 pg/mL, los dendrimeros PAMAM
cationicos dieron lugar a agregados de glébulos rojos con apariencia redondeada, debido a su

capacidad para deformar membranas y de actuar como entrecruzantes (Figura 1.29) 147

Ademas de causar hemodlisis de los globulos rojos, los tratamientos con elevadas concentraciones
de dendrimeros cationicos han reportado cambios en la morfologia de los globulos blancos, el nivel
de hemoglobina total, hematocrito y hemoglobina corpuscular. Cabe destacar que hasta el

momento, los dendrimeros no mostraron tener efectos inmunotoxicos.

Control Dendrimero PAMAM G4.0 (10 pg/mL)

Figura 1.29 — Efectos de los dendrimeros en los glébulos rojos humanos. Se presentan micrografias
obtenidas por microscopia electronica de barrido de glébulos rojos tratados por 1 h con dendrimeros
PAMAM G3.5 y G4.0. Imagen tomada de 70.
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1.3.8.2 Toxicidad /in vitro en cultivo celular

Existen numerosos trabajos en donde se estudiaron los efectos toxicos /in vifro de los dendrimeros,
utilizando diferentes lineas celulares, tiempos de incubaciéon y métodos de deteccion. Debido a que
estos efectos se encuentran extensamente revisados 70148, solo presentaremos las conclusiones

principales que se desprenden de un analisis global:

e Los dendrimeros catidnicos muestran una toxicidad concentracion- y generacién-dependiente
(a mayores generaciones y concentraciones de dendrimero, mayores efectos toxicos).

e Los dendrimeros catidnicos de generacién igual o mayor G7.0, tienen la capacidad de formar
hoyos en las membranas celulares, de 15-40 nm, lo que produce la liberacién de contenido
intracelular y consecuente efecto téxico irreversible; mientras que los dendrimeros de
generacién igual o menor a G5.0, solo pueden expandir hoyos de los defectos pre-existentes
y sus efectos son reversibles.

e Los dendrimeros anidnicos y neutros no presentan efectos toxicos en concentraciones
equivalentes a las que los dendrimeros catidnicos si son toxicos. Esto da un inicio de que la
toxicidad de los dendrimeros es fuertemente dependiente del tipo de grupo funcional terminal.

¢ La toxicidad de los dendrimeros depende del core. En las generaciones pequeias, donde el
core se encuentra mas accesible a las células, se ha observado que la naturaleza del mismo
modifica el perfil de toxicidad.

e La toxicidad de los dendrimeros depende del tipo de dendrimero (es decir, de sus
ramificaciones). Se ha demostrado que para una misma generacion y tipo de grupo terminal,

los dendrimeros de distinto tipo presentan patrones diferenciales de toxicidad.

Es de interés resaltar que los efectos toxicos de los dendrimeros no solo estaran mediados por su
capacidad de interaccionar con las membranas celulares, sino también por su capacidad de
ingresar a las células a través de distintas vias y por la ruta intracelular de transporte y exocitosis
que realice. Diversos trabajos sugieren que los dendrimeros pueden ingresar a las células por vias
endociticas y hacer transcitosis a través del tejido epitelial 149150, Profundizando estos estudios,
Perumal y col. (2008) reportaron que los dendrimeros anidnicos suelen ser capturados por
endocitosis mediada por caveolina, mientras que los catiénicos y neutros por un mecanismo
independiente de caveolina '5'. Recientemente, Zhang y col. (2016) estudiaron en detalle la
captacion, el trafico intracelular y la exocitosis de dendrimeros PAMAM G4.0 en células de cancer
de mama (MCF-7/ADR). Segun los resultados obtenidos por este grupo, los mecanismos
involucrados en la captacion y en el transporte intracelular son los presentados en la Figura 1.30
52, El ingreso a las células ocurriria a través de mecanismos de macropinocitosis, de endocitosis
mediada por clatrina y/o por penetracion directa. Una vez en el interior de las células, los

dendrimeros se transportarian a través de macropinosomas o endosomas hacia los lisosomas,
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donde se acumularian. Si la concentracion de dendrimeros dentro de los lisosomas no fuera lo
suficientemente elevada, la maquinaria lisosomal podria actuar degradando los dendrimeros. Por
el contrario, si la concentracion en el interior de los lisosomas fuera elevada, los dendrimeros
podrian romper la membrana lisosomal y liberarse al citoplasma. Se hipotetizé que, debido al pH
acido de los lisosomas, los dendrimeros cationicos se protonarian completamente (tanto sus
aminas primarias como sus aminas terciarias internas), por lo que actuarian como una esponja de
protones generando un desbalance osmético, que podria culminar en la ruptura de la membrana
lisosomal y liberacion del dendrimero %3. Una vez fuera de los lisosomas, los dendrimeros podrian
interactuar con todos los otros componentes celulares o podrian ser transportados al medio

extracelular a través de complejos de proteinas transmembrana o de la via nucleo-vesicular que

Lic. Daniela E. lgartua

atraviesa el reticulo endoplasmico y complejo de Golgi.

Dendrimeros que
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Figura 1.30 — Mecanismos de internalizacién, transporte y exocitosis de dendrimeros catiénicos. En el
diagrama se presentan los procesos de internalizacion, transporte intracelular y exocitosis confirmados

para los dendrimeros cationicos y también los procesos especulativos. Imagen modificada de 152.

1.3.8.3 Biocompatibilidad /n vivo en embriones y larvas de zebrafish

En la actualidad, solo cinco trabajos cientificos utilizaron el modelo de zebrafish para estudiar la

toxicidad de distintos tipos de dendrimeros, cuyos resultados principales se resumen en la Tabla

1.1. En los primeros cuatro trabajos se utilizaron embriones de zebrafish 154-157 y solo en uno de

ellos se compararon los efectos sobre embriones y larvas de zebrafish '%8. En otros dos trabajos,
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se estudio la toxicidad de complejos entre drogas y dendrimeros utilizando larvas de zebrafish 394,

Los ultimos tres trabajos mencionados corresponden a publicaciones de nuestro grupo de trabajo.

Tabla 1.1 — Estudios de toxicidad de dendrimeros en embriones de zebrafish. Se estudiaron los efectos

de dendrimeros de poliamidoamina (PAMAM), de tiofosforilo (fosfodendrimeros) o de polipropilenimina

(PPI), con core de etilendiamina (EDA), diaminobutano (DAB) o clorato de tiofosforilo (TF). Los

embriones, con o sin corion, se expusieron en distintas horas post-fecundacion (hpf) y se determiné la

concentracion que fue letal para el 50% de la poblacion (CLso) luego de distintos tiempos de incubacion.

s N superfiiales | s Son CLso (pPm)
2 | 22 |ze -1 [ O I e
z 2% o 2 > 8| & |&8|2| £ | 2| 2| <
¥ S = e |18 & | % | RN | &
Heiden y PAMAM EDA | 3.5 | Carboxilato | 64 | - | 12931 | 6 >2845 >2845 | >2845
col. (2007) EDA|4.0| Amino 64 | + | 14215 | 6 | + | 14,2 85 | 57
Oliveiray | paan EDA [3.0| Amino 32 | + | 6909 | 1| + 1,8
col. (2014) EDA[4.0| Amino 64 | + | 14215 | 1 | + 2,3
TF |0.5| Aldehido 0| 426 | 8| + >250
TF |1.5| Aldehido 6 | 0| 1422 | 8 | + >250
derfgrsl,‘;]’ém TF |2.5| Aldehido | 12 | 0 | 3417 | 8 | + >250
TF |35| Aldehido | 24 | 0 | 7405 | 8 | + >250
TF |5.0 Tiol 48 | 0 | 23108 | 8 | + >250
Pryor y DAB (3.0 Amino 32 | + | 6937 | 8 | + 2
col. (2014) DAB |4.0| Amino 64 | + | 14242 | 8 | + 6,4
DAB | 5.0 Amino 128 | + | 28853 | 8 | + 4,5
PAMAM DAB [5.0| Succinato | 128 | - | 41662 | 8 | + >250
DAB | 6.0 Amino 256 | + | 58074 | 8 | + 18
DAB [6.0| Succinato | 256 | - | 83693 | 8 | + >250
DAB | 6.0 | Amidoetanol | 256 | 0 | 58326 | 8 | + >250
DAB [3.0| Amino 16 | +| 1687 [ 1| - | 06 | 04
PPI DAB [4.0| Amino 32 | +| 3514 [ 1] -| 11 | 10
DAB [5.0| Amino 64 | + | 7168 | 1| - | 42 | 26
BOydggVIein EDA[3.0| Amino 32 | +| 6909 | 1| -] 26 | 15
(2016) EDA |3.5| Carboxilato | 64 | - | 12931 | 1 | - | >647 | >647
PAMAM |EDA|4.0| Amino 64 | + | 14215 | 1 | - | 31 | 23
EDA | 4.5| Carboxilato | 128 | - | 26258 | 1 | - |>1313|>1313
EDA|5.0| Amino 128 | + | 28825 | 1 | - | 474 | 161
Calienniy | .00 EDA|4.0| Amino 64 | + | 14215 | 1 | + | 48 | 3,0
col. (2017) EDA |4.5| Carboxilato | 128 | - | 26258 | 1 | + | >788 | >788
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En Heiden y col. (2007), se expusieron embriones de zebrafish de 6 h post-fecundacion (hpf) a
dendrimeros PAMAM G3.5 y G4.0. Segun sus resultados, la toxicidad de los dendrimeros en
zebrafish depende fuertemente de su grupo terminal (tipo y carga), tal como ocurre en cultivo celular
154, Por otro lado, Oliveira y col. (2014) estudiaron el efecto de dendrimeros PAMAM G3.0 y G4.0,
ambos con grupos aminas terminales, en embriones de zebrafish de 1 hpf. Este trabajo afade la
idea de que ademas del grupo terminal, la generacién del dendrimero juega un rol importante en la
toxicidad en zebrafish 1%5. En el trabajo de Pryor y col. (2014), los embriones de zebrafish de 8 hpf
se expusieron a dendrimeros PAMAM G3.0, G4.0, G5.0 y G6.0 con grupos amino terminales, a
dendrimeros PAMAM G5.0 and G6.0 con acido succinico como grupos terminales, a dendrimeros
PAMAM G6.0 con amidoetanol como grupos terminales, a dendrimeros de tiofosforilo G0.5, G1.5,
G2.5 and G3.5 con grupos aldehido terminales y a dendrimero de tiofosforilo G5.0 con
diclorofosfinotiol como grupo terminal. En este caso, los dendrimeros neutros o aniénicos no
causaron efectos letales o subletales en ninguna de las concentraciones testeadas, mientras que
los dendrimeros cationicos causaron mortalidad, cambios en la funcién cardiaca y presencia de
edemas pericardiales %6, Ademas, contrariamente a lo que ocurre en cultivo celular, se observo
que una mayor generacion de dendrimero causa una menor toxicidad en embriones. Mas
recientemente, en Bodewein y col. (2016) estudiaron el efecto de dendrimeros PAMAM G3.0, G3.5,
G4.0, G4.5 y G5.0, y de dendrimeros PPl G3.0, G4.0 y G5.0, en embriones de zebrafish
decorionados (sin corion) de 1 hpf. Nuevamente los dendrimeros de menor generacién y con carga
positiva fueron mas toxicos para los embriones. Ademas, este ultimo trabajo demuestra el efecto
protector del corion en la viabilidad de los embriones, dado que las CLso fueron menores en los
embriones decorionados respecto de los embriones con corion %7, Finalmente, en nuestro
laboratorio estudiamos el efecto en embriones de 1 hpfy en larvas de 4 dias post-fecundacion (dpf)
de los dendrimeros PAMAM G4.0 y G4.5, en concentraciones desde 0,031 a 20 uM 158, Los
resultados en embriones coincidieron con los reportados por otros autores. Por otro lado, en las
larvas de zebrafish se observdé que los dendrimeros catidnicos indujeron una disminucién del
movimiento espontaneo en concentraciones de 0,5 uM, mientras que los anidnicos no causaron
alteraciones en el movimiento incluso en 20 yM. Asimismo, 0,5 yM de dendrimero cationico causé
una disminucion del ritmo cardiaco y cambios en la morfologia y organizacion de las células del
higado, del cerebro y de la espina de las larvas; mientras que los dendrimeros aniénicos no
presentaron dichos efectos toxicos subletales. En este trabajo se demostré que los dendrimeros
catiénicos resultaron toxicos tanto en embriones como en larvas, mientras que los anidénicos no

resultaron toxicos.

Por otro lado, en nuestro laboratorio se estudiaron los efectos de complejos entre dendrimeros

PAMAM G4.5 y risperidona en larvas de zebrafish a los 4 dpf 9%, Los resultados obtenidos
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sugieren que los dendrimeros tuvieron un efecto protector respecto de la toxicidad causada por la
droga libre. Este trabajo enfatiza la importancia de utilizar larvas de zebrafish, en lugar de
embriones, dado que el uso de larvas permite realizar un estudio érgano-especifico, en lugar de

solo evaluar la toxicidad generalizada.

Tomando estos resultados en conjunto, el tipo y carga de los grupos terminales de los dendrimeros
son determinantes del efecto téxico en embriones de zebrafish. Los dendrimeros aniénicos o
neutros no resultaron toxicos; en contraste, los dendrimeros catidnicos presentaron efectos letales
y subletales que fueron dependientes de la concentracion y de la generacién. Se observa que
generaciones pequefias resultan mas toxicos en embriones de Zzebrafish que generaciones
grandes. Este resultado se opone a los reportados para cultivo celular, donde hay una relacién
directa entre la generacion y la toxicidad de los dendrimeros. Esta diferencia puede deberse a que,
en cultivo celular, los dendrimeros catiénicos se unen a las membranas celulares cargadas
negativamente y las desestabilizan, formando poros y llevando a la lisis celular, esta formacién de
poros es mas eficiente cuanto mayor es la generaciéon del dendrimero 159.160, Por otro lado, los
embriones de zebrafish son organismos con una mayor complejidad y el mecanismo por el cual los
dendrimeros serian incorporados aun se desconoce. Entonces, se podria hipotetizar que los
dendrimeros de menor tamafo pueden ser capturados mas eficientemente, dando lugar a una
mayor concentracién efectiva que podria interferir en las posteriores cascadas de desarrollo,
mientras los dendrimeros de mayor generacion no ingresarian tan eficientemente y por ello tendrian

menores efectos toxicos.

1.3.9 Vias de administracion de dendrimeros

Se ha reportado que los dendrimeros pueden administrarse por diversas vias, incluyendo la
intravenosa, intraperitoneal, ocular, transdérmica, oral, intranasal, pulmonar, intravaginal y
transmucosa '8'. Segun nuestro entendimiento, los dendrimeros son el Unico tipo de nanoparticulas
con las caracteristicas adecuadas para ser utilizados en esta gran variedad de vias de

administracion.

Los dendrimeros han sido administrados por via intravenosa en la mayoria de los estudios
realizados en modelos animales murinos. Si bien esta via de administracion permitiria el acceso
directo del nanotransportador al 6rgano o tejido blanco, es una ruta relativamente invasiva, sobre
todo cuando se desarrollan tratamientos a largo plazo. Por ejemplo, se ha demostrado que
conjugados de dendrimeros con la droga anti-tumoral doxorubicina fueron menos toxicos y
presentaron una mayor vida media en circulacion que la droga libre 162, Por otro lado, Asthana y
col. (2005) detectaron que la administracion de complejos entre dendrimeros PAMAM G4.0 y el
farmaco anti-inflamatorio flurbiprofeno en ratas albinas, gener6 un aumento del efecto anti-
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inflamatorio respecto del producido por la droga libre 146, Pensando en rutas menos invasivas, se
ha estudiado la potencialidad de los dendrimeros para ser administrados por la via oral. En general,
se ha encontrado que los dendrimeros PAMAM catiénicos fueron mas permeables y capaces de
atravesar la barrera intestinal, en comparacion con dendrimeros anidnicos o neutros de la misma
generacion 163-166. Por ejemplo, estudios /n vivo demostraron que la biodisponibilidad del 5-
fluorouracilo y la doxorubicina aumentaron 1,7 y 200 veces, respectivamente, al administrarla por

via oral con dendrimeros PAMAM catidnicos 119.167,

Sumado a lo descripto, los dendrimeros PAMAM se han utilizado para el suministro transdérmico
de moléculas bioactivas. Este es un método no invasivo, que permitiria mantener los niveles de
droga en sangre relativamente estables, sin que ocurra el primer paso metabdlico en el higado. Por
ejemplo, estudios /in vivo demostraron que dendrimeros PAMAM G5.0 facilitaron la penetracion en
piel de ketoprofeno y diflunisal, mientras que dendrimeros G4.0 y G4.5 aumentaron 1,6 veces la
permeabilidad de indometacina 118168, Por otro lado, se ha demostrado que el pre-tratamiento de la
piel con dendrimeros da lugar a una mayor permeabilidad del 5-fluorouracilo 9. El incremento en
la permeabilidad mediada por dendrimeros resultdé ser carga- y generacion-dependiente: los
dendrimeros cationicos y pequefios fueron mas efectivos que los anidnicos y de mayores

generaciones.

La administracién intranasal de sistemas de delivery de drogas se ha vuelto un medio prometedor,
debido a que la nariz tiene una gran superficie epitelial expuesta donde la droga se puede absorber.
Ademas, la capa subepitelial se encuentra muy vascularizada y la sangre venosa que pasa por la
nariz va directamente a la circulacion sistémica, evitando el primer paso metabdlico en el higado.
Sumado a ello es un método no invasivo y puede maximizar la complacencia del paciente 170,
Estudios /in vivo reportaron una absorcion nasal incrementada de insulina, calcitonina y haloperidol
tras la administracion con dendrimeros PAMAM cationicos 70171, Ademas, otro estudio report6é que
los dendrimeros PAMAM G4.0 llegaron a cerebro tras la administracion intranasal en ratones
BALB/c 172,

Otras vias se han utilizado para la administracion de dendrimeros, pero con el objetivo de estudiar
la biodistribucién de los mismos, mas que su efecto en el transporte de drogas. Por ejemplo,
Albertazzi y col. (2012) estudiaron la biodistribucién de los dendrimeros PAMAM G4.0 marcados
con el fluoréforo Alexa647 y reportaron que los dendrimeros fueron capaces de atravesar la barrera
ependimal para llegar al parénquima cerebral luego de una inyeccion intraventricular 173, Sumado
a ello, Srinageshwar y col. (2017) estudiaron la biodistribucién en ratones de dendrimeros PAMAM
G4.0 conjugados con FTIC tras la administracion intracraneal y por inyeccion en la carétida (menos
invasivo). Es este caso, los dendrimeros atravesaron la BHE cuando fueron inyectados en la

caroétida y fueron localizados en el interior de las neuronas y las células gliales 74,

78



Objetivos

s ie Objetivos

Como se ha fundamentado, es necesario explorar nuevas estrategias terapéuticas para la EdA
considerando su naturaleza multifactorial. Por ello, el objetivo general del presente trabajo ha sido
disefar y desarrollar terapias combinadas basadas en dendrimeros para el tratamiento de la EdA,

con el fin de mejorar y potenciar el tratamiento actual.

En este sentido, se propuso la combinacion de las drogas carbamazepina (potenciador de la

autofagia), tacrina (inhibidor de la AChE) o curcumina (inhibidor de la AChE y de la produccién de
AB, con propiedades anti-agregacion de proteinas, anti-oxidantes y anti-inflamatorias) con los
dendrimeros PAMAM con core de EDA generacion 4.0 (DG4.0) o 4.5 (DG4.5) que actuarian como

nanotransportadores de las drogas mencionadas y como nanodrogas per se (por sus propiedades

anti-bacterianas, anti-inflamatorias, anti-agregacion de proteinas y anti-AChE) (Figura 1.31).

PWe
O)\NHz

Carbamazepina (CB2)

Dendrimefo PAMAM NH

generacion 4.0 (DG4.0) .
-~
-
N
Tacrina (TAC)

Dendrimero PAMAM
generacion 4.5 (DG4.5)

Figura 1.31 — Estrategias terapéuticas disefiadas en este trabajo. Se propone la combinacién de

OCH3 Curcumina (CUR) HsCO

dendrimeros PAMAM G4.0 o G4.5 con las drogas carbamazepina, tacrina o curcumina para generar

terapias combinadas para la enfermedad de Alzheimer.
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Es de interés resaltar que la droga carbamazepina es un antiepiléptico aprobado y actualmente en
el mercado que se reposiciona en este trabajo por sus propiedades potenciadoras de la autofagia;
mientras que la tacrina es un inhibidor de la AChE aprobado para el tratamiento de la EdA con la
necesidad de reducir sus efectos secundarios; y la curcumina es un polifenol natural aceptado por
la comunidad mundial que podria actuar a través de varias vias etiolégicas en la lucha contra la
EdA. Las particularidades de cada una de las terapias combinadas disefiadas en este trabajo se

discuten en los capitulos 3,4y 5.
Los objetivos especificos fueron:

v Disefar protocolos sencillos que permitan preparar complejos estables entre los dos tipos

de dendrimeros y las tres drogas.

v Caracterizar los complejos dendrimero-droga obtenidos en cuanto a capacidad de carga,
incremento de la solubilidad de las drogas, estabilidad en el tiempo, interaccion droga-

dendrimero, perfil de liberacion de la droga.

v Caracterizar el perfil toxicologico de los complejos dendrimero-droga mediante estudios ex
vivo (en glébulos rojos humanos), /n vitro (en cultivo de células Neuro-2a) e /in vivo (en larvas

de zebrafish).

Los resultados de este trabajo permitiran ampliar el conocimiento sobre la capacidad de los
dendrimeros de actuar como nanotransportadores de distintos tipos de drogas, asi como sobre los
mecanismos que intervienen en su perfil toxicoldgico. Sumado a ello, los resultados de este trabajo
funcionaran como punto de partida para el disefio de terapias combinadas basadas en dendrimeros

capaces de actuar sobre varias hipoétesis etioldgicas de la EdA.
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Capitulo 2 — Materiales y Métodos

2.1 Materiales

Los dendrimeros (D) de poliamidoamina (PAMAM), con nucleo de etilendiamina, generacion 4.0
(PM = 14214 g/mol, 64 grupos amina terminales, CAS N° 412449) (DG4.0) y generacién 4.5 (PM =
26251 g/mol, 128 grupos carboxilicos terminales, CAS N° 470457) (DG4.5) se adquirieron en
Sigma-Aldrich (MERCK, Argentina). La carbamazepina (CBZ), 5H-dibenzo-[b, f]-azepina-5-
carboxamida (C1sH12N2O - PM = 236,27 g/mol), fue donada generosamente por la Dra. Albertina
Moglioni del Instituto de Quimica y Metabolismo de las Drogas (IQUIMEFA-CONICET) (Buenos
Aires, Argentina). La tacrina (TAC), clorhidrato de 9-amino-1,2,3,4-tetrahidro-acridina
(C13H1aN2HCI-H20, PM = 234,72 g/mol, CAS N° A3773), fue adquirida en Sigma-Aldrich (MERCK,
Argentina). La curcumina (CUR), 1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadien-3,5-diona
(C12H2006, PM = 368,38 g/mol, CAS N° 458377), de la empresa ChemCruz fue adquirida en
TecnolLab (Buenos Aires, Argentina). La sal de tetrazolio MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetil-2-tiazolil]-
2,5-difenil tetrazolio) de USB Corporation, el medio esencial minimo (MEM) para cultivo celular de
HyClone y las soluciones de antibiotico-antimicético 100X y de tripsina 10X de Gibco fueron
adquiridos en Thermo Fisher Scientific (Buenos Aires, Argentina). El suero fetal bovino (SFB) fue
de Internegocios S.A. (Buenos Aires, Argentina). El cristal violeta (CV) fue adquirido en Sigma-
Aldrich (MERCK, Argentina) y el rojo neutro (RN) en BioPack (Buenos Aires, Argentina). El reactivo
de tincion de Giemsa fue de BioPur diagnostics (Rosario, Argentina). Los restantes reactivos fueron

de grado analitico.

2.2 Obtencion de terapias combinadas (complejos dendrimeros-drogas)

2.2.1 Obtencién general de complejos entre las drogas y los dendrimeros

Para la obtencion de los complejos, las drogas se combinaron con una cantidad constante de
dendrimero (DG4.0 o DG4.5) en solucion metandlica. Las mezclas se incubaron en agitacion
constante y oscuridad durante 24 h a 28 °C y, a continuacion, se evapordé el metanol a 25 °C en el
concentrador SpeedVac SAVANT® AES1010 (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.). Los residuos
sélidos obtenidos se resuspendieron a temperatura ambiente en 0,1 mL de buffer fosfato salino
(PBS, por sus siglas del inglés phosphate buffer saline) 10 mM a pH = 7,4, con utilizacion de un
vortex. Las muestras se centrifugaron a 10.000 rpm durante 5 minutos para separar los complejos

D-droga de la droga insoluble no incorporada en dendrimeros. Se tomaron los sobrenadantes
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donde se encuentran los complejos D-droga en suspension. En la Figura 2.1 se presenta un

diagrama del método descripto para la obtencion de complejos.

Incubacién  Secado Resuspension Centrifugacion
> > —_— _— _—
°o° 0’ 0’y
-.'.0 o® OX
\V4 \4 V4
Droga y I;)endrimeros Suspensién acuosa de  Complejos D-droga Complejos
combinados en droga libre y droga en suspension y D-droga en PBS
solucion metandlica incorporada a droga insoluble
dendrimeros (D-droga) precipitada

Figura 2.1 — Esquema de obtencién de complejos dendrimero-droga. Las distintas drogas fueron
combinadas con los DG4.0 o DG4.5 en solucion metandlica, e incubadas por 24 h. Luego se evaporo
el metanol y los residuos solidos obtenidos se resuspendieron en PBS. La suspension obtenida se

centrifugd para separar los complejos de la droga insoluble no incorporada.

Las suspensiones obtenidas en PBS luego del proceso de complejacidon fueron denominadas en
funcién de los componentes que se combinaron en metanol al inicio del mismo, segun:

v' Droga: muestra obtenida luego del proceso realizado por incubaciéon metandlica de droga
en ausencia de dendrimeros (es un control del protocolo de complejacion).

v" Dendrimeros (DG4.0 y DG4.5): muestras obtenidas luego del proceso realizado por
incubacién metandlica de dendrimeros en ausencia de droga (es un control del protocolo de
complejacion).

v' Complejos D-droga (DG4.0-droga o DG4.5-droga): muestras obtenidas luego del proceso

realizado por combinacion metandlica de las drogas y los dendrimeros.

2.2.2 Obtencién de complejos de CBZ con DG4.0 o DG4.5

Con el objetivo de determinar la relacion 6ptima D:CBZ en la obtencion de estos complejos, se
combinaron diferentes cantidades de CBZ con una cantidad constante de DG4.0 o DG4.5 en
solucion metandlica. Las relaciones molares utilizadas fueron 1:5, 1:10, 1:25, 1:50, 1:100, 1:150 y
1:200 de D:CBZ; correspondientes a 0,024 mM de D y 0,12, 0,24, 0,6, 1,2, 2,4, 3,6 0 4,8 mM de
CBZ, respectivamente. Luego, se siguidé el protocolo detallado en la seccidon 2.2.1. Las
suspensiones obtenidas se llamaron CBZ, DG4.0-CBZ, DG4.5-CBZ, DG4.0 o DG4.5, dependiendo
de los componentes que se combinaron al inicio del proceso. A partir de los resultados obtenidos
al variar la relacién D:CBZ, se seleccioné la relacidén molar que dio lugar a una mayor solubilidad
de la droga en medios acuosos, y se repitid el protocolo de complejacion (n=18) con el objetivo de

estudiar la reproducibilidad del mismo.
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2.2.3 Obtencién de complejos de TAC con DG4.0 o DG4.5

La TAC fue combinada con los dendrimeros en solucion metandlica en una relacion constante
D:TAC 1:200, correspondiente a 0,024 mM de D y 4,8 mM de TAC. Luego, se siguio el protocolo
detallado en la seccion 2.2.1. Las suspensiones obtenidas después del proceso de complejacion
se llamaron TAC, DG4.0-TAC, DG4.5-TAC, DG4.0 o DG4.5, dependiendo de los componentes que
se combinaron al inicio del proceso. Este protocolo se repitido (n=70) con el objetivo de analizar su

reproducibilidad.

2.2.4 Obtencién de complejos de CUR con DG4.0 o0 DG4.5

Con el objetivo de determinar la relacion éptima D:CUR, se combinaron diferentes cantidades de
CUR con una cantidad constante de DG4.0 o DG4.5 en solucién metandlica. Las relaciones molares
utilizadas fueron 1:2, 1:5, 1:10, 1:25, 1:50, 1:100 y 1:150 D:CUR; correspondientes a 0,024 mM de
Dy0,048,0,12, 0,24, 0,6, 1,2, 2,4 y 3,6 mM de CUR, respectivamente. Luego, se siguio el protocolo
detallado en la seccion 2.2.1. Las suspensiones obtenidas se llamaron CUR, DG4.0-CUR, DG4.5-
CUR, DG4.0 o DG4.5, dependiendo de los componentes que se combinaron al inicio del proceso.
A partir de los resultados obtenidos al variar la relacion D:CUR, se selecciond la relacion molar que
dio lugar a una mayor solubilidad de la droga en medios acuosos, y se repitié el protocolo de

complejacion (n=16) con el objetivo de estudiar la reproducibilidad del mismo.

2.3 Cuantificacion de las drogas por absorbancia UV-Vis

2.3.1 Cuantificacion de la CBZ

Para la cuantificacion de la CBZ se ultilizo el espectrofotometro UV-Vis NanoDrop 1000 (Thermo
Fisher Scientific, EE. UU). Inicialmente, se prepar6é una solucion stock de CBZ en PBS 10 mM
pH=7,4 con 10% (v/v) de etanol, debido a la insolubilidad de la droga en medios puramente
acuosos, y se determiné que en dichas condiciones la CBZ presentdé un maximo de absorbancia a
284 nm. Posteriormente, a partir de la solucién stock, se realizaron diluciones seriadas en PBS sin
adicion de solvente organico, y se midieron los espectros de absorbancia de cada dilucién. No se
observaron corrimientos en el maximo de absorbancia en ausencia de solvente organico. Se
determind la absorbancia a Anax=284 nm en funcién de la concentracion de CBZ y, por regresion
lineal, se obtuvo la ecuacion de la curva de calibracion, que fue lineal en un rango de concentracion
de 0,41-211 uM (R2=0,9994) (Figura 2.2 A). La curva de calibracién obtenida fue resultado de la
medida de absorbancia de seis muestras diferentes para cada dilucién, en distintos dias de ensayo

y a partir de distintas soluciones stock.
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Figura 2.2 — Cuantificacién de CBZ por espectroscopia UV-Vis. (A) Curva de calibracion de CBZ en
PBS 10 mM pH=7,4, obtenida por regresion lineal de la absorbancia a 284 nm de soluciones en un
rango de concentracion de 0,41-211 uM. (B) Espectros de absorbancia UV de la CBZ, los dendrimeros
y los complejos D-CBZ luego del proceso de complejacion utilizando una relacion molar 1:150 D:CBZ.

Los dendrimeros no presentan absorbancia significativa a 284 nm, donde la CBZ presenta su maximo

de absorbancia.

Para la cuantificacion de la CBZ incorporada en los dendrimeros, los complejos D-CBZ se
obtuvieron en PBS 10 mM pH=7,4 tal como se detallé en la seccién 2.2. Como los dendrimeros no
presentaron absorbancia a 284 nm en las condiciones y concentraciones utilizadas, la absorbancia
de los complejos D-CBZ es atribuida a la droga (Figura 2.2 B). La intensidad de absorbancia a Anax=

284 nm se correlacion6 con la curva de calibracion obtenida previamente y se determiné la cantidad

de CBZ en suspension.

suspension luego del proceso de complejacion, corresponde tanto a la CBZ soluble no incorporada

como a la CBZ incorporada en los complejos D-CBZ. Por ello, se determiné la cantidad de droga
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soluble presente en el control de CBZ que fue sometido al protocolo de complejacién pero en
ausencia de dendrimeros. La cantidad de CBZ soluble en el control se resté de la cantidad de CBZ
determinada en los complejos D-CBZ, para calcular la cantidad de CBZ complejada. Dado que los
dendrimeros son considerados infinitamente solubles en agua y que la concentracion en
suspension es conocida (0,024 mM), las relaciones D:CBZ se expresaron como el nimero de moles

de CBZ incorporados por mol de dendrimero.

2.3.2 Cuantificacion de la TAC

Para la cuantificacion de la TAC se utilizé el espectrofotdmetro NanoDrop 1000. Inicialmente, se
preparé una solucion stock de TAC en PBS 10 mM pH=7,4, y se determiné que en dichas
condiciones la droga presentd un maximo de absorbancia a 240 nm. Posteriormente, a partir de la
solucion stock, se realizaron diluciones seriadas en PBS y se midieron los espectros de absorbancia
de cada dilucién, a partir de los cuales se determind la absorbancia a 240 nm en funcién de la
concentracion de TAC. Por regresion lineal se obtuvo la ecuacion de la curva de calibracion, que
fue lineal en un rango de concentracion de 0,759-194 uM (R2=0,9772) (Figura 2.3 A). La curva de
calibracién obtenida fue resultado de la medida de absorbancia de seis muestras diferentes para

cada dilucion, en distintos dias de ensayo y a partir de distintas soluciones stock.

Para la cuantificacion de la TAC incorporada en los dendrimeros, los complejos D-TAC se
obtuvieron en PBS 10 mM pH=7,4 tal como se detallé en la seccion 2.2. Como los dendrimeros no
presentaron absorbancia a 240 nm en las condiciones y concentraciones utilizadas, la absorbancia
de los complejos D-TAC es atribuida a la TAC (Figura 2.3 B). La intensidad de absorbancia a Ama=
240 nm se correlaciond con la curva de calibracion obtenida previamente y se determiné la cantidad
de TAC en suspension. La cantidad total de TAC presente en la suspension luego del proceso de
complejacion corresponde tanto a la TAC soluble no incorporada en dendrimeros como a la TAC
incorporada en los complejos D-TAC. Por ello, se determiné la cantidad de droga soluble presente
en el control de TAC que fue sometido al protocolo de complejacién en ausencia de dendrimeros.
La cantidad de TAC soluble en el control de complejacion se resté de la cantidad de TAC
determinada en los complejos, para calcular la cantidad de TAC complejada. Dado que los
dendrimeros son considerados infinitamente solubles en agua y que la concentracion en
suspension es conocida (0,024 mM), las relaciones D:TAC se expresaron como el numero de moles

de TAC incorporados por mol de dendrimero.
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Figura 2.3 — Cuantificacién de TAC por espectroscopia UV-Vis. (A) Curva de calibracion de TAC en
PBS 10 mM pH=7,4, obtenida por regresion lineal de la absorbancia a 240 nm de soluciones en un
rango de concentracion de 0,759-194 uM. (B) Espectros de absorbancia UV de la TAC, los
dendrimeros y los complejos D-TAC luego del proceso de complejacion utilizando una relacion molar
1:200 D:TAC. Los dendrimeros no presentan absorbancia significativa a 240 nm, donde la droga

presenta su maximo de absorbancia.

2.3.3 Cuantificacion de la CUR

Para la cuantificaciéon de la CUR se utilizé el espectrofotometro Cytation 5 (BioTek Instruments, EE.
UU.). Inicialmente, se preparé una solucion stock de CUR en dimetilsulféxido (DMSO), debido a la
insolubilidad de la droga en medios acuosos, y se determin6é que en dichas condiciones la CUR
presenté un maximo de absorbancia a 424 nm. Posteriormente, a partir de la solucién stock, se
realizaron diluciones seriadas en DMSO, y se midieron los espectros de absorbancia de cada
dilucion, determinando la absorbancia a Amax=424 nm de funcion de la concentracion de CUR. Por
regresion lineal se obtuvo la ecuacién de la curva de calibracién, que fue lineal en un rango de
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concentracion de 1,02-530 pM (R2=0,9928) (Figura 2.4 A). La curva de calibracion obtenida fue
resultado de la medida de absorbancia de seis muestras diferentes para cada dilucién, en distintos

dias de ensayo y a partir de distintas soluciones stock.
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Figura 2.4 — Cuantificacion de CUR por espectroscopia UV-Vis. (A) Curva de calibracion de CUR en
DMSO, obtenida por regresion lineal de la absorbancia a 424 nm de soluciones en un rango de
concentracion de 1,02-530 uM. (B) Espectros de absorbancia de los residuos de complejacion de CUR,
dendrimeros y D-CUR; dichos residuos fueron reconstituidos en DMSO. Como los dendrimeros se
solubilizan con el PBS y no quedan en el precipitado de la complejacion, la absorbancia observada

corresponde a la de CUR remanente no incorporada en dendrimeros.

Los complejos D-CUR se obtuvieron en PBS 10 mM pH=7,4 tal como se detallé en la seccion 2.2.
Como la CUR es insoluble en medios acuosos, no se observé absorbancia en el control de droga
que fue sometido al protocolo de complejacién en ausencia de dendrimeros. Este hecho impidio la

determinacion de CUR incorporada en los complejos D-CUR utilizando el mismo método que para
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la CBZ y la TAC. Por ello, la cuantificacion de la CUR incorporada en los dendrimeros se realiz6
por un método indirecto (Figura 2.5). Para esto, los residuos de CUR insoluble no incorporados en
dendrimeros obtenidos luego de la centrifugacion de los complejos (ultimo paso del protocolo de
complejacion), se reconstituyeron en DMSO y se midié su espectro de absorbancia UV-Vis. Como
los dendrimeros no precipitan durante la centrifugacién y no presentan absorbancia a 424 nm
(Figura 2.4 B), la intensidad de absorbancia obtenida a dicha longitud de onda es atribuida a la
CUR. Entonces, la absorbancia a Anax=424 nm se correlaciono6 con la curva de calibracién obtenida
en DMSO; lo que permitid determinar la cantidad de CUR remante luego del proceso de
complejacion. La concentracion inicial de CUR en el proceso de complejacion es conocida, por lo
que la diferencia entre la concentracion inicial y la concentracion remanente se consideré como la
concentracion de CUR en los complejos obtenidos luego del proceso completo de complejacion.
Ademas, como la concentracion de dendrimeros en suspension es conocida (0,024 mM), las

relaciones D:CUR se expresaron como el numero de moles de CUR incorporados por mol de

dendrimero.
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> > E—— E— -
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L 0o 0%,
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Figura 2.5 — Cuantificacién de CBZ incorporada en dendrimero por un método indirecto. Debido a la
insolubilidad de la CUR en medios acuosos, la concentracion de CUR incorporada en los complejos D-
CUR se cuantifico indirectamente por diferencia entre la cantidad de droga inicial y la cantidad de droga
remanente luego del proceso de complejacion. Como control se realizé el mismo proceso para las

muestras de CUR en ausencia de dendrimeros (CUR libre).
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2.4 Caracterizacion de la estabilidad de las drogas en los complejos

La estabilidad de las drogas en los complejos D-droga fue estudiada en el tiempo. Para ello, se
prepararon muestras de droga y complejos D-droga, siguiendo los protocolos de complejacion
detallados en la seccidon 2.2. Estas muestras se almacenaron en distintas condiciones. A tiempos
pre-determinados durante el almacenamiento, se realizaron observaciones macroscopicas y se
midieron los espectros de absorbancia. En las observaciones macroscépicas se evaluo la aparicion
de precipitados, turbidez, cristalizacion, cambios en el color o en la consistencia de las muestras.
Los espectros de absorbancia se utilizaron para determinar la cantidad de droga soluble (a través
de las curvas de calibracion) y evaluar si hubo corrimientos en los maximos de absorbancia, lo que
podria correlacionarse con cambios quimicos o en el entorno de las drogas. En algunos casos,
también se estudid la estabilidad de los complejos D-droga frente al proceso de liofilizacion
(sublimacién del agua en condiciones de baja presion). La exhaustividad de los ensayos realizados
para cada uno de los complejos D-droga dependio de las caracteristicas fisicoquimicas de la droga

complejada.

2.4.1 Estabilidad de la CBZ en los complejos D-CBZ

Durante el almacenamiento, la CBZ puede sufrir procesos de degradacion y/o cristalizacion;
ademas, la droga incorporada en los complejos D-CBZ podria liberarse y precipitar debido a su baja
solubilidad. Por ello, en primer lugar, se estudi6 la estabilidad de la CBZ en los complejos D-CBZ a
través del tiempo en distintas condiciones de almacenamiento. Para ello, se almacenaron
suspensiones de CBZ, DG4.0-CBZy DG4.5-CBZa 4,25037°C.Alos 0,1, 7, 14, 21, 28, 35y 90
dias luego de la complejaciéon se realizaron las observaciones macroscopicas y se determind la
cantidad de CBZ en las suspensiones por espectroscopia UV-Vis (Figura 2.6), tomando una
alicuota del sobrenadande, se observara o no precipitado. La CBZ soluble presente en el control
de complejacién sin dendrimeros se utilizd para establecer el 100% y todos los datos se
relativizaron a dicho valor. Este ensayo se realizé por triplicado, a partir de muestras obtenidas en

distintos procesos de complejacion.

En segundo lugar, se estudi6 la estabilidad de estos complejos frente al proceso de liofilizacion.
Para ello, suspensiones de CBZ, DG4.0-CBZ y DG4.5-CBZ se congelaron en ausencia de crio-
protectores en freezer a -80 °C durante una noche. Las muestras se liofilizaron durante 24 h en el
liofilizador LABCONCO Freezone® 4.5 (LABCONCO Corporation, EE. UU.), previamente enfriado
a -50 °C, manteniendo la presion del proceso dentro del rango de 33x103 a 65x10 mbar. Los
residuos sélidos obtenidos se reconstituyeron en PBS 10 mM pH=7,4 y la cantidad de CBZ se
cuantificod por espectroscopia UV-Vis, como se describe en la seccidn 2.3.1. Utilizando los datos de

la concentracion de CBZ en las muestras antes y después del proceso de liofilizacion, se calcul6 el
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porcentaje de droga remante segun indica la Ecuacién 2.1. El porcentaje de CBZ remanente es un
parametro de la capacidad de los complejos de retener la droga incorporada frente al proceso de
liofilizacion y reconstitucion (Figura 2.6).

Concentracién de CBZ ego de la liofilizacién

CBZ remanente (%) = x 100 Ecuacion 2.1

Concentracion de CBZ gntes de la liofilizaciéon

En tercer lugar, se estudio la estabilidad en el tiempo de la CBZ en los complejos D-CBZ
reconstituidos luego del proceso de liofilizacion. Para ello, muestras liofilizadas de CBZ, DG4.0-
CBZ y DG4.5-CBZ se reconstituyeron en PBS y se almacenaron a 25 °C. A los 0, 7, 14, 21, 28, 60
y 90 dias después de la reconstitucion se realizaron las observaciones macroscoépicas y se
determind la cantidad de CBZ por espectroscopia UV-Vis (Figura 2.6). Este ensayo se realiz6 por

triplicado, a partir de muestras obtenidas en distintos procesos de liofilizacion.

RESISTENCIA DE LOS COMPLEJOS D-CBZ
A LA LIOFILIZACION (sin crio-preservantes)

Complejacién segiin Liofilizacion _Reconstitucion |
seccion 2.2.2
e’ S0
4 .
\/ N4
0
CBZ y/o dendrimeros CBZ o complejos CBZ o complejos CBZ o complejos
combinados en D-CBZ en PBS D-CBZ liofilizados D-CBZ en PBS
solucion metandlica (luego de la

reconstitucion)

!

Almacenaje a 4, 25 0 37 °C Almacenaje a 25 °C
por 90 dias por 90 dias
ESTABILIDAD DE LA CBZ EN LOS ESTABILIDAD DE LA CBZ EN LOS
COMPLEJOS D-CBZ A TRAVES DEL COMPLEJOS D-CBZ RECONSTITUIDOS
TIEMPO Y A DISTINTAS A TRAVES DEL TIEMPO
TEMPERATURAS (Luego del proceso de licfilizacion y
(Luego del proceso de complejacion) reconstitucion)

Figura 2.6 — Esquema del estudio de estabilidad de la CBZ en los complejos D-CBZ. La estabilidad se
caracterizé desde tres enfoques: (1) Seguimiento de la CBZ en suspension luego del proceso de
complejacion en muestras almacenadas a distintas temperaturas; (2) Resistencia de los complejos al
proceso de liofilizacion; y (3) Seguimiento de la CBZ en suspension luego del proceso de liofilizacion y

reconstitucion.
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2.4.2 Estabilidad de la TAC en los complejos D-TAC

La TAC es una droga relativamente estable en soluciéon acuosa que, debido a su elevada
solubilidad, no tendera a cristalizar y/o precipitar. Por ello, en este caso, solo se estudid la
estabilidad de la TAC en los complejos D-TAC a través del tiempo en distintas condiciones de
almacenamiento. Para ello, se almacenaron suspensiones de TAC, DG4.0-TAC y DG4.5-TAC a 4,
250 37 °C. Alos 0, 1, 7, 14, 21, 28 y 60 dias luego de la complejacion se realizaron las
observaciones macroscépicas y se determin6 la cantidad de TAC en las suspensiones por
espectroscopia UV-Vis (Figura 2.7). La TAC soluble presente en el control se utilizé para establecer
el 100% vy todos los datos se relativizaron a dicho valor. Este ensayo se realizé por triplicado, a

partir de muestras obtenidas en distintos procesos de complejacion.

Complejacion segun )
‘ Almacenaje a4, 250 37 °C
seccion 2.2.3 por 60 dias
0e®, ESTABILIDAD DE LA TAC EN LOS
0: COMPLEJOS D-TAC A TRAVES DEL
\/ TIEMPO Y A DISTINTAS

TAC y/o dendrimeros TEMPERATURAS
combinados en

solucion metandlica

TAC o complejos
D-TAC en PBS

Figura 2.7- Esquema del estudio de estabilidad de la TAC en los complejos D-TAC. La estabilidad de
la TAC en los complejos D-TAC se estudio por seguimiento de la cantidad de droga en suspension

luego del proceso de complejacion en muestras almacenadas a distintas temperaturas.

2.4.3 Estabilidad de la CUR en los complejos D-CUR

La CUR se caracteriza por tener un tiempo de vida media muy corto en soluciéon acuosa, siendo
tendiente a sufrir procesos de degradacion y/o precipitacidon, debido a su baja solubilidad. La CUR
incorporada en los complejos D-CUR podria liberarse y degradarse/precipitar, por lo que resultd

interesante estudiar la estabilidad de la droga en estos complejos desde diversos enfoques.

En primer lugar, se estudi6 la estabilidad de la CUR en los complejos D-CUR a través del tiempo
en distintas condiciones de almacenamiento. Para ello, se almacenaron suspensiones de CUR,
DG4.0-CUR y DG4.5-CUR a -20,4 025 °C. Alos 0, 1, 3, 7, 15y 30 dias luego de la complejacion
se realizaron las observaciones macroscopicas y se determinaron los espectros UV-Vis de las
suspensiones (Figura 2.8), tomando una alicuota del sobrenadante, se observara o no precipitado.
Este ensayo se realizd por triplicado, a partir de muestras obtenidas en distintos procesos de

complejacion.
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En segundo lugar, se estudio la estabilidad de estos complejos frente al proceso de liofilizacién.
Para ello, suspensiones de CUR, DG4.0-CUR y DG4.5-CUR en ausencia de crio-protectores se
congelaron en freezer a -80 °C durante una noche. Las muestras se liofilizaron durante 24 h en el
liofilizador LABCONCO Freezone® 4.5, previamente enfriado a -50 °C, manteniendo la presién del
proceso dentro del rango de 33x10°3 a 65x10° mbar. Los residuos sélidos obtenidos se
reconstituyeron en PBS 10 mM pH=7,4. Se midieron los espectros UV-Vis de las muestras
reconstituidas y, utilizando los datos de absorbancia a 424 nm de la CUR en las muestras antes y
después del proceso de liofilizacion, se calculd el porcentaje de droga remante segun indica la
Ecuacién 2.2. La cantidad de CUR remanente es un parametro de la capacidad de los complejos

de retener la droga durante el proceso de liofilizacion y reconstitucion (Figura 2.8).

Absorbancia a 424 NM yego de la liofilizacion

x 100 Ecuacion 2.2

CUR remanente (%) = ,
Absorbancia a 424 nM gntes de la liofilizaciéon

RESISTENCIA DE LOS COMPLEJOS D-CUR
A LA LIOFILIZACION (sin crio-preservantes)

Incubacion Complejacion segln Liofilizacion Reconstitucién
—_— —_—
y secado seccion 2.2.4
we®, LI
L
CUR ylo Dendrimeros  peljets de CUR CUR o complejos CUR o complejos CUR o complejos
cornblnados en o D-CUR D-CUR en PBS D-CUR liofilizados D-CUR en PBS
solucion metandlica (luego de la
reconstitucion)
Almacenaje a -20, 4 0 25 °C Almacenaje a -20, 4025 °C Almacenaje a 25 °C
por 30 dias por 30 dias por 30 dias
ESTABILIDAD DE LA CUR EN LOS ESTABILIDAD DE LA CUR EN LOS ESTABILIDAD DE LA CUR EN LOS
COMPLEJOS D-CUR EN ESTADO COMPLEJOS D-CUR A TRAVES DEL COMPLEJOS D-CUR RECONSTITUIDOS
SOLIDO A TRAVES DEL TIEMPO TIEMPO Y A DISTINTAS A TRAVES DEL TIEMPO
(Durante del proceso de complejacion) TEMPERATURAS (Luego del proceso de liofilizacion y
(Luego del proceso de complejacion) reconstitucion)

Figura 2.8 — Esquema del estudio de estabilidad de CUR en los complejos D-CUR. La estabilidad se
caracterizé desde cuatro enfoques: (1) Seguimiento de la CUR en suspension luego del proceso de
complejacion en muestras almacenadas a distintas temperaturas; (2) Resistencia de los complejos al
proceso de liofilizacion; (3) Seguimiento de la CUR en suspension luego del proceso de liofilizacion y
reconstitucion; y (4) Estabilidad de la CUR en los residuos solidos obtenidos durante el proceso de

complejacion almacenados a distintas temperaturas.
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En tercer lugar, se estudio la estabilidad en el tiempo de la CUR en los complejos D-CUR
reconstituidos luego del proceso de liofilizacién. Para ello, muestras liofilizadas de CUR, DG4.0-
CUR y DG4.5-CUR se reconstituyeron en PBS y se almacenaron a 25 °C. Alos 0, 1, 7, 15y 30
dias después de la reconstitucidn se realizaron las observaciones macroscopicas y se determinaron
los espectros UV-Vis de las suspensiones (Figura 2.8). Este ensayo se realiz6 por triplicado, a partir

de muestras obtenidas en distintos procesos de liofilizacion.

En cuarto lugar, justificado en la mencionada inestabilidad de esta droga, se estudio la estabilidad
de la CUR en los pellefs obtenidos durante el proceso de complejacion. Para ello, se inicio el
protocolo de complejacion descripto en la seccion 2.2, solo hasta obtener los residuos sélidos luego
de la evaporacién del metanol. Estos pellets se almacenaron protegidos de la luz a -20, 4 o0 25 °C,
y se resuspendieron en PBS (para continuar con el protocolo de complejaciéon) alos 1, 3,7, 15y
30 dias luego del secado (Figura 2.8). Se determiné la concentracion de CUR en los complejos
obtenidos a partir de los distintos pellefs por el método indirecto, como se explicé en la seccién
2.3.3. Este ensayo se realizé por triplicado, a partir de muestras obtenidas en distintos procesos de

complejacion.

2.5 Caracterizacién de la interaccion entre las drogas y los dendrimeros

2.5.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)
Para estudiar la interaccion dendrimero-droga y los posibles cambios estructurales en los complejos
con respecto a los dendrimeros libres, se utilizd la espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FT-IR, por sus siglas del inglés Fourier Transform Infrared spectroscopy). Esta técnica se
fundamenta en la absorcién de la radiacidn de la luz infrarroja por las moléculas. Cuando la energia
(asociada a una longitud de onda) del haz incidente es igual a la necesaria para que se produzca
una transicién energética, los enlaces covalentes de una molécula comienzan a vibrar. Existen
distintos tipos de vibraciones, entre las que se destacan las de tension y flexion. Las primeras hacen
referencia a cambios en la distancia interatdmica a lo largo del eje del enlace entre dos atomos,
mientras que las vibraciones de flexidon se originan por cambios en el angulo que forman dos
enlaces. En la zona del espectro infrarrojo medio, comprendido entre 4000 y 1300 cm-', se suelen
observar una serie de bandas de absorcion provocadas por las vibraciones entre dos atomos de la
molécula. Estas vibraciones derivan de enlaces covalentes (simples, dobles o triples) y su posicion
depende de varias cuestiones, una de ellas es el momento dipolar que se establece en el enlace y
que puede ser parcialmente afectado por el entorno. En el infrarrojo lejano, comprendido entre 1300
y 400 cm, la asignacion de las bandas de absorcion es mas dificil de realizar y se la denomina
zona de la “huella dactilar”, dado que cada compuesto presenta un espectro particular en dicha
zona 175,176_
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Los espectros FT-IR se determinaron en muestras solidas obtenidas por liofilizacion, utilizando el
espectréometro Nicolet 8700 FTIR (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.). Las muestras sélidas de
PBS, drogas (CBZ, TAC y CUR), dendrimeros (DG4.0 y DG4.5) y complejos D-droga (DG4.0-CBZ,
DG4.5-CBZ, DG4.0-TAC, DG4.5-TAC, DG4.0-CUR y DG4.5-CUR) se prepararon por liofilizacion,
como se describid en la seccion 2.4. Los espectros FT-IR se obtuvieron colocando los residuos
sélidos en la placa de cristal disefiada para medir la reflectancia total atenuada (ATR, por sus siglas
del inglés affenuated total reflectance) (Figura 2.9). Se realizaron 64 escaneos en el rango de

numero de onda de 400 cm-' a 4000 cm-', con una resolucion de 2 cm-'.

Complejacion segin Liofilizacion
_—

seccion 2.2.1

[ 1] .o
\/
Droga y/o dendrimeros Drogas, dendrimeros Drogas, dendrimeros
combinados en o complejos D-droga o complejos D-droga
soluciéon metandlica en PBS liofilizados
o MUESTRA ONDA
E EVANESCENTE
c
0
S HAZ INFRARROJO CRISTAL ATR
& b (ZnSe)
8 POLARIZADOR
®
(&)
FUENTE DE LUZ DETECTOR
- INFRARROJA

Figura 2.9 — Esquema de la caracterizacion de los complejos por FT-IR. Las muestras liofilizadas fueron
depositadas en la placa de cristal para medir la reflectancia total atenuada de la muestra. Es este tipo
de espectroscopia, la muestra es irradiada con haces de luz infrarroja de distinto numero de onda
(rango 400 a 4000 cm-"), que atraviesan el cristal permitiendo al haz de luz entrar en contacto con la
muestra en multiples ocasiones antes de llegar al detector. Dicho detector es un interferometro, por lo

que el software obtiene un interferograma que es interpretado a través de la transformada de Fourier.

2.5.2 Liberacion in vitro de las drogas a partir de los complejos D-droga
Con el objetivo de profundizar el estudio de la interaccion dendrimero-droga, se determinaron los
perfiles de liberacién in vitro de las drogas a partir de los complejos D-droga en diferentes

condiciones, utilizando una técnica de microdialisis para volumenes pequefios disefiada ad hoc '77.
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Para ello, se removié la tapa interna superior de un tubo de centrifuga tipo Eppendorfde 1,5 mL y
se la reemplazé por la membrana de dialisis previamente activada (peso molecular de corte: 12000
Da, CAS N° D9277, Sigma-Aldrich-Merck, Argentina) '78. Dentro de cada tubo se depositaron las
suspensiones de droga o los complejos D-droga, obtenidos luego del proceso de complejacion
descripto en la seccion 2.2, y se expusieron a un volumen determinado de PBS bajo agitacion
continua a 37 °C, a través de la membrana de didlisis. En la Figura 2.10 se esquematiza el sistema
de microdialisis. El disefio experimental consistio en recoger alicuotas de 100 puL del medio de
incubacion a intervalos de tiempo pre-determinados (0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7,9, 24 y 28 h). Cada alicuota
retirada se reemplazo6 por un volumen igual de medio fresco para mantener el volumen constante
durante el experimento. La cantidad de droga en cada alicuota retirada se determiné por
espectroscopia UV-Vis. El porcentaje de droga liberada acumulada se expreso respecto del
contenido inicial de droga en cada muestra a dializar. En la Figura 2.11 se presentan las
correcciones realizadas para obtener el porcentaje de liberacibn acumulada a partir de las

determinaciones realizadas en cada alicuota.

TUBO PERFORADO

Complejacion segun
seccion 2.2.1
U =D
\‘7 MUESTRAA DIALIZAR

Droga y/o dendrimeros Drogas, dendrimeros
combinados en o complejos D-droga MEMBRANA DE DIALISIS
solucion metandlica en PBS
LiQUIDO DE DIALISIS
> Se tomaron Cada alicuota se reemplazé
alicuotas a tiempos por liquido de dialisis fresco
pre-determinados para mantener el volumen

constante

Se calculd el porcentaje de

Se determind la cantidad de . iy
. - liberacion acumulado respecto

d da al te . N

roga en cada actio’a por de la cantidad inicial de droga
S absorbancia UV-Vis L
— en la muestra a dializar

Figura 2.10 — Esquema del estudio de liberacién in vitro. Las muestras a dializar se depositaron en un
tubo al cual se le removié la tapa superior y se la reemplazé por una membrana de dialisis. Dichas
muestras se depositaron en un contenedor, para entrar en contacto con el liquido de dialisis a través
de la membrana. Este sistema se mantuvo en agitacion constante a 37 °C. A tiempos pre-determinados
se retiraron 100 uL del liquido de dialisis para cuantificar la droga liberada por absorbancia UV-Vis.

Cada alicuota retirada fue remplazada por el mismo volumen de liquido de dialisis fresco.
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la masa inicial de droga (en retirada a t; + masa de droga en
muestra a dializar) liquido de lavado a t,

Figura 2.11 — Calculos realizados para determinar el porcentaje de liberacién acumulada. Calculos
realizados para determinar el porcentaje de liberacion en el tiempo inicial (t1) y en los tiempos
subsiguientes (12, t3, etc.), a partir de los cuales se confeccionaron los perfiles de liberacion. De este
modo, se realiz6 la correccion por la masa de droga eliminada del liquido de dialisis en cada alicuota

retirada.

2.5.2.1 Liberacién in vitro de CBZ a partir de los complejos D-CBZ

En este caso, 50 uL de muestras de CBZ, DG4.0-CBZ y DG4.5-CBZ se expusieron a un volumen
100 veces mayor (5 mL) de PBS a pH acido (pH= 2,2), fisiolégico (pH= 7,4) o basico (pH= 12,6), a
través de la membrana de dialisis. La dialisis de cada muestra se realiz6 por sextuplicado, en cada

condicion evaluada (distintos pH).

2.5.2.2 Liberacion in vifro de TAC a partir de los complejos D-TAC

En este caso, 50 pL de muestras de TAC, DG4.0-TAC y DG4.5-TAC se expusieron a un volumen
50 (2,5mL) o 100 (5 mL) veces mayor de PBS 10 mM pH= 7,4, a través de la membrana de dialisis.
La dialisis de cada muestra se realizé por sextuplicado, en cada condicidon evaluada (distintas

diluciones).
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2.6 Toxicidad ex vivo en glébulos rojos humanos

2.6.1 Obtencién de glébulos rojos humanos

La toxicidad ex vivo de muestras de droga, dendrimeros y complejos D-droga se determino
mediante el ensayo de hemdlisis y el estudio de los posibles cambios morfolégicos en glébulos
rojos humanos 7'.9'. Estos estudios se realizaron en acuerdo con los principios de la Declaracion
de Helsinki y fueron aprobado por el Comité de Etica de la Universidad Nacional de Quilmes
(Buenos Aires, Argentina; ética CE-UNQ No 2/2014). Lalel participante (donante de sangre)

proporciond un consentimiento informado por escrito antes de su participacion en el estudio.

Para la obtencion de los glébulos rojos, 10 mL de la muestra de sangre, extraida del donante sano,
se acondicionaron con 1 mL de solucion al 3% (p/v) de citrato de sodio como anticoagulante. La
muestra se centrifug6 a 6.000 rpm por 10 minutos, se descarté el plasma y la fase de glébulos rojos

se resuspendio en PBS 10 mM pH 7,4 estéril hasta alcanzar el volumen original (Figura 2.12).

2.6.2 Tratamientos
La suspension de glébulos rojos obtenida previamente se separd en alicuotas de 180 pL, a las
cuales se le adicionaron 20 uL de los distintos tratamientos (Figura 2.12). Las concentraciones

finales de drogas, dendrimeros y complejos D-droga evaluados fueron:

v' CBZ en el rango de 0,3-30 uM
v' Complejos D-CBZ en el rango de 0,012-1,2 uM de dendrimeros y 0,3-30 uM de CBZ
v DG4.0 y DG4.5 en el rango de 0,012-1,2 uM (control de complejos D-CBZ)

v" TAC en el rango de 0,3-30 uM
v' Complejos D-TAC en el rango de 0,0018-0,18 uM de dendrimeros y 0,3-30 uM de TAC
DG4.0 y DG4.5 en el rango de 0,0018-0,18 uM (control de complejos D-TAC)

\

CUR en el rango de 2,5-10 yM

DG4.0-CUR en el rango de 0,35-1,4 uM de dendrimero y 2,5-10 uM de CUR
DG4.5-CUR en el rango de 0,6-2,4 uM de dendrimero y 2,5-10 yM de CUR
DG4.0 en el rango de 0,35-1,4 uM (control de complejos DG4.0-CUR)
DG4.5 en el rango de 0,6-2,4 uM (control de complejos DG4.5-CUR)

D N N N N

En todos los casos se realizaron dos controles: los glébulos rojos se incubaron con PBS (10 mM
pH=7,4) como control negativo y con dodecilsulfato de sodio (SDS) al 2% (p/v) como control positivo
de hemolisis. Ademas, como las muestras de CUR libre se obtuvieron a partir de un stock

concentrado en DMSO, debido a la insolubilidad de la droga en agua; se adicion6é un control de
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DMSO al 0,1% (v/v) en PBS, que iguala a la concentracion maxima de DMSO a la que se
expusieron los glébulos rojos cuando se incubaron con la mayor concentracion de CUR. Es
importante resaltar que los complejos D-CUR y los dendrimeros control estuvieron solubilizados en
PBS, sin DMSO.

Complejacion segun

Seccidn 2 2.4 ESTUDIO DE HEMOLISIS
e’y - (Liberacion de hemoglobina)
.: Incubacion con
\/ drogas, dendrimeros
Droga y/o dendrimeros Drogas, dendrimeros o complejos D-droga
combinados en o complejos D-droga por4o24h
solucion metandlica en PBS ESTUDIO DE, CAMBIOS
MORFOLOGICOS
(Seguimiento por microscopia)
Retirado del plasma,
Centnfugac:on globulos blancos Reconstitucion
_—
y plaquetas
Sangre extraida del Concentrado de Stock de glébulos rojos
donante sano glébulos rojos en PBS 10 mM pH 7,4

Figura 2.12 — Esquema del estudio de toxicidad ex vivo en gldébulos rojos humanos. La muestra de
sangre extraida del donante sano se acondicion6 con citrato de sodio como anticoagulante y se
centrifugd con el objetivo de separar los globulos rojos de los globulos blancos y el plasma. Estos
ultimos fueron retirados, y el concentrado de glébulos rojos se reconstituyo en PBS estéril. Alicuotas
de esta suspension de glébulos rojos se incubaron a 37 °C con las drogas, los dendrimeros y los
complejos D-droga. Como control negativo se utilizé6 PBS, mientras que como control positivo se utilizd
el detergente hemolitico SDS. Después de 4 o 24 h de incubacion se realizaron los estudios de

hemdlisis y de cambios morfologicos.

2.6.3 Hemodlisis

Después de 4 0 24 h de incubacién con los distintos tratamientos, las muestras se centrifugaron a
2.000 rpm durante 10 minutos, se tomaron los sobrenadantes y se midieron las intensidades de
absorbancia de los mismos a 414 nm con el espectrofotometro UV-Vis NanoDrop1000. A dicha
longitud de onda absorbe la hemoglobina liberada de los glébulos rojos, en caso de existir proceso

hemolitico. El porcentaje de hemdlisis de cada muestra se calculd considerando a la liberacion de
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hemoglobina inducida por el control positivo de SDS como el 100%. Este ensayo se realizé por
triplicado, a partir de tres muestras de sangre, utilizando complejos obtenidos en distintos procesos

de complejacion.

2.6.4 Estudio de cambios morfolégicos de los glébulos rojos

Los posibles cambios morfolégicos en los globulos rojos se determinaron mediante microscopia
Optica. Para ello, se realizaron extendidos de las células luego de las 4 o0 24 h de incubacién con
las concentraciones mas elevadas de cada uno de los tratamientos descriptos anteriormente. Estos
extendidos se fijaron con metanol frio por 2 minutos, se tifieron con Giemsa durante 20 minutos
para aumentar el contraste y se lavaron con agua corriente por 2 minutos para retirar el excedente
de colorante. Finalmente, los extendidos se fotografiaron con un microscopio Leica DMI 6000 B

(Leica Microsystems, EE. UU.).

2.7 Toxicidad /n vifro en cultivo celular de Neuro-2a

2.7.1 Linea celular

Para estudiar los posibles efectos toxicos /in vifro de las distintas drogas y los complejos D-droga,
se utilizo la linea celular Neuro-2a. Esta linea de neuroblastoma de ratén es de rapido crecimiento
en monocapa y se ha utilizado ampliamente para estudiar la diferenciacion neuronal, el crecimiento
de las neuritas, la sinaptogénesis y la via de sefalizacién 179.180, Asimismo, las células Neuro-2a se
han utilizado para estudiar la neurotoxicidad de distintos tratamientos y como modelo de la EdA
181182 Esta linea celular fue generosamente donada por el banco de células del Instituto
Multidisciplinario de Biologia Celular (IMBICE), La Plata, Buenos Aires, Argentina. Para el
mantenimiento de las células, se utiliz6 MEM suplementado con 10% SFB y 1% antibidtico-

antimicoético en una atmosfera con 5% de CO..

2.7.2 Tratamientos

Las células se repicaron y se sembraron a una densidad de 7000 células por pocillo en placas de
96 pocillos de fondo plano; se mantuvieron a 37 °C en una atmdsfera con 5% de CO,. Después de
24 h, el medio de cada pocillo se reemplazé con 90 yL de MEM fresco (con 10% SFB) y se le
agregaron 10 uL de diluciones seriadas en PBS de cada tratamiento. Las concentraciones finales

de drogas, dendrimeros y complejos D-droga evaluados fueron:

v' CBZ en el rango de 3x10-3-30 yM
v' Complejos D-CBZ en el rango de 1,2x10%-1,2 uM de dendrimeros y 3x10-3-30 uM de CBZ
v DG4.0 y DG4.5 en el rango de 1,2x10--1,2 uM (control de complejos D-CBZ)
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v" TAC en el rango de 0,03-300 uM
Complejos D-TAC en el rango de 1,8x104-1,8 yM de dendrimeros y 0,03-300 uM de TAC
DG4.0 y DG4.5 en el rango de 1,8x104-1,8 uM (control de complejos D-TAC)

< S

v CUR en el rango de 0,625-10 uM

v' DG4.0-CUR en el rango de 0,084-1,4 uM de dendrimero y 0,625-10 yM de CUR
v' DG4.5-CUR en el rango de 0,15-2,4 uM de dendrimero 0,625-10 uM de CUR

v' DG4.0 en el rango de 0,084-1,4 uM (control de complejos DG4.0-CUR)

v' DG4.5 en el rango de 0,15-2,4 uM (control de complejos DG4.5-CUR)

En todos los ensayos se utilizaron dos controles: como control del tratamiento se utilizaron células
incubadas solo con PBS, mientras que como control de tincion/reaccion se utilizaron pocillos sin
células. Ademas, como las muestras de CUR libre se obtuvieron a partir de un stock concentrado
en DMSO, se adicion6 un control de DMSO al 0,1% (v/v) en PBS, que iguala a la concentracion
maxima de DMSO a la que se expusieron las células cuando se incubaron con la mayor

concentracion de CUR.

Después de 4 0 24 h de incubacion, los tratamientos se retiraron y se reemplazaron por los reactivos
requeridos de acuerdo con cada método implementado (Figura 2.13). La citotoxicidad se determiné
mediante tres métodos colorimétricos: ensayo de viabilidad por tincion con cristal violeta (CV),
ensayo de actividad metabdlica por la reacciéon de MTT y ensayo de afeccion de membranas por

de captacion de rojo neutro (RN).

Para cada ensayo, se utilizaron ocho réplicas técnicas y tres réplicas biolégicas para cada dilucion
(n = 24). Con réplicas técnicas nos referimos a la cantidad de pocillos utilizados para el mismo
tratamiento en una misma placa, mientras que con réplicas biolégicas nos referimos a la cantidad
de placas distintas que se utilizaron (cada placa de sembrd con células en distinto numero de

pasaje, obtenidas por repiques en distintos dias de ensayo).
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Figura 2.13 — Esquema del tratamiento y ensayos realizados en cultivo celular. Las células Neuro-2a
fueron tratadas con distintas concentraciones de drogas, dendrimeros o complejos D-droga por 4 o 24
h. Luego de dicho periodo de incubacién se estudié la viabilidad celular, la actividad metabdlica y la

afeccion de las membranas.

2.7.3 Estudio de la viabilidad celular (tincion con cristal violeta)

La linea celular Neuro-2a esta compuesta por células que crecen adheridas a la base de la placa
de cultivo formando una monocapa. Cuando ocurre la muerte celular, las células se desprenden de
la placa y quedan en suspension, por lo que la determinacién de la cantidad de células unidas al
sustrato es un parametro de la viabilidad celular. Un método sencillo para detectar células unidas
implica la tincién con cristal violeta (CV), un colorante que se une a las proteinas y al ADN 18, E|
ensayo de CV se basa en el protocolo descripto por Gillies y col. (1986) con las modificaciones

propuestas en Gasparriy col. (2011) 184185,

Luego 4 0 24 h de incubacién, los tratamientos se reemplazaron por 100 uL de solucién CV a una
concentracion final de 0,1% (p/v) en una mezcla 1:4 de metanol:agua. Las placas se incubaron
durante 5 minutos en camara humeda para favorecer la permeabilizacion y tinciéon del colorante.
Luego, se elimind la solucion de CV y se realizé un lavado con agua desionizada para eliminar los
restos de solucion de tincion. Finalmente, se agregaron 100 uL de solucién al 30% (v/v) de acido
acético para permeabilizar las células y solubilizar al colorante (Figura 2.14). La absorbancia a 530
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nm se determino utilizando el lector de microplacas Cytation5 (BioTek Instruments, EE. UU.). Dicho
parametro es proporcional a la cantidad de células vivas unidas a la placa. La absorbancia obtenida
en los pocillos control, con células incubadas solo con PBS, se utilizd para establecer el 100% de

la viabilidad celular y los resultados de los demas tratamientos se relativizaron a este valor.

Y
Solucion de Incubacién en  Lavado con
cristal violeta camara himeda H,Od
[ ] ® ; ®e
Células Neuro-2a El cristal violeta se une
tratadas por 4 o0 24 h con a proteinas y al ADN de
las drogas, dendrimeros o las células Neuro-2a

complejos D-droga

Solucion de
acido acético

Determinacion de

absorbancia a 530 nm

El acido acético rompe las
membranas celulares y
solubiliza el colorante

unido a proteinas y ADN

Figura 2.14 — Esquema de la determinacidén de viabilidad celular por tincién con cristal violeta. Las
células se incubaron con una solucion de CV en camara humeda. Las monocapas tefidas se lavaron
con agua desionizada. Luego, se agrego una solucion de acido acético para permeabilizar las células
y solubilizar el colorante. Finalmente, se determind la absorbancia a 530 nm, parametro que es

proporcional a la cantidad de células unidas a la placa.

2.7.4 Estudio de la actividad metabdlica (ensayo de reduccion de MTT)

El reactivo MTT es una sal de tetrazolio soluble en agua, que es transformado en un formazan
purpura insoluble por la enzima succinato deshidrogenasa dentro de las mitocondrias celulares. El
producto formazan es impermeable a las membranas celulares y, por lo tanto, se acumula dentro
de las células metabdlicamente activas. El ensayo de MTT se basa en el protocolo descripto por

primera vez por Mosmann en 1983 186,

Después de 4 0 24 h de incubacion, los tratamientos se reemplazaron por 100 pyL de una solucion
0,5 mg/mL de MTT en medio de cultivo. Las placas se incubaron a 37 °C por el tiempo necesario
para que ocurra la reaccion, es decir hasta observar un puntillado purpura en la monocapa celular.
Luego, las monocapas se lavaron con PBS, para eliminar los restos de la solucién de MTT.

Posteriormente, el PBS se reemplazé por 100 yL de DMSO para permeabilizar las células y
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solubilizar los cristales de formazan que se acumularon en su interior. La absorbancia a 570 nm se
determiné utilizando el lector de microplacas Cytation5 (Figura 2.15). Dicho parametro es
proporcional a la actividad metabdlica celular. La absorbancia obtenida en las células control
incubadas solo con PBS, se utilizd para establecer el 100% de la actividad metabdlica, y los

resultados de los demas tratamientos se relativizaron a dicho valor.

YN Y Y
Solucién de Incubacion a 37 °C
MTT en MEM para que ocurra la
of® o [o]e o® Jo (o]0 reaccion oA PR AR
Células Neuro-2a Las enzimas mitocondriales de las células
tratadas por 4 0 24 h con reducen el tetrazolio MTT (amarillo)a un
las drogas, dendrimeros o formazan insoluble (violeta) que se acumula
complejos D-droga en el interior de las células
Lavado con
PBS

Determinacién de DMSO

absorbancia a 570 nm

El DMSO rompe las
membranas celulares y
solubiliza los cristales
de formazan

Figura 2.15 — Esquema de la determinacién de la actividad metabdlica celular por el ensayo de MTT.
Las células se incubaron con una solucion de MTT a 37 °C por el tiempo necesario para que ocurra la
reaccion. Luego, se realizé un lavado con PBS, seguido de la adicion de DMSO para permeabilizar las
células y solubilizar los cristales de formazan. Finalmente, se determiné la absorbancia a 570 nm,

parametro que es proporcional a la actividad metabdlica celular.

2.7.5 Estudio de afeccion de membranas (ensayo de captura de rojo neutro)
Los colorantes cationicos como el rojo neutro (RN) tienen la capacidad de ingresar en las células
vivas por difusion pasiva. Una vez dentro de las células, el colorante puede interaccionar por
uniones electrostaticas con sitios anionicos ricos en tensioactivos de la matriz lisosomal. Por lo
tanto, si la membrana plasmatica y las membranas lisosomales de las células no estan danadas, el
compuesto catidnico se concentrara dentro de los lisosomas 74. Las sustancias que danan las
membranas celulares resultaran en el decremento de la captura y unién del RN. Es por ello, que la
medida de la captacion de RN es un parametro que hace referencia al estado de las membranas
celulares. El ensayo de RN utilizado en este trabajo se basa en el protocolo descripto por
Borenfreund y Puerner en 1985 187,

105



Lic. Daniela E. lgartua

Luego de la incubacion por 4 0 24 h, los tratamientos se reemplazaron por 100 uL de una solucion
50 ug/mL de RN en MEM. Las placas se incubaron a 37 °C durante el tiempo necesario para que
ocurra la captacion del colorante, es decir hasta observar un puntillado rojo sobre la monocapa
celular. Luego, se elimind la solucién de RN y las células se incubaron con 100 pL de una mezcla
con 1% (v/v) formaldehido y 1% (p/v) carbonato de sodio, para eliminar el colorante no incorporado
y, simultaneamente, promover la adhesién de las células al sustrato. Posteriormente, las células se
lavaron con 100 uL de solucion salina 0,9% (p/v) de NaCl para eliminar los restos de formaldehido.
Se retird la solucion salina y se agregaron 100 uL en cada pocillo de una mezcla con 1% (v/v) acido
acético y 50% (v/v) etanol, seguido de una agitacion suave durante 10 minutos, con el objetivo de
permeabilizar las células y solubilizar completamente el colorante RN. La absorbancia a 540 nm se
determind utilizando el lector de microplacas Cytation5 (Figura 2.16). La absorbancia en las células
control incubadas solo con PBS, se utilizé para establecer el 100% de captacion de NR, y los

resultados de los demas tratamientos se relativizaron a dicho valor.
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Figura 2.16 — Esquema de la determinacién de afeccién de las membranas celulares por el ensayo de
captacién de rojo neutro. Las células se incubaron con una solucién de RN a 37 °C por el tiempo
necesario para que ocurra la captacion del colorante. Luego, las monocapas se lavaron con una mezcla
de formaldehido y carbonato de sodio, y después con una solucién salina. Finalmente, se agregd una
solucion de acido acético y etanol con el objetivo de permeabilizar las células y extraer el colorante.
Finalmente, se determind la absorbancia a 540 nm, parametro que puede referirse al estado de las

membranas celulares.
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2.8. Biocompatibilidad /n vivo en larvas de zebrafish

2.8.1. Mantenimiento de los animales adultos y obtencion de embriones

Los zebrafish (Danio rerio) han emergido como un modelo poderoso y alternativo al uso de roedores
80, que cumplen con el principio de las 3R para la investigaciéon con animales (reducir, refinar y
reemplazar) 8'. Por ello, en este trabajo, se propuso la realizacion de los estudios de

nanobiocompatibilidad en larvas de zebrafish desde el 5 dia post-fecundacion (dpf), hasta el 7 dpf.

Los zebrafish adultos (2 a 24 meses de edad) se mantuvieron a 28 £ 1 °C en peceras con un ciclo
de 14 h de luz - 10 h de oscuridad, como se describié anteriormente 188189 Fueron alimentados con
escamas secas (TetraMin PRO®) tres veces al dia y con alimento vivo (larvas de artemia) una vez

al dia. El agua de las peceras se mantuvo constantemente aireada y en el rango de pH 7,0-8,0.

Para la obtencién de embriones por apareamiento natural (Figura 2.17), la noche anterior al dia de
desove, se seleccionaron hembras y machos sexualmente activos (8 a 16 meses de edad) y se
separaron en trampas hechas de malla de plastico dentro de la misma pecera. A la mafiana
siguiente, se mezclaron hembras y machos para que naturalemente se produzca el desove y
posterior fecundaciéon. Luego de 1 h post-fecundacién, se colectaron los embriones (huevos) y se
mantuvieron en medio E3 a 28 £ 1 °C con el mismo ciclo de luz-oscuridad. El medio E3 estuvo
compuesto por NaCl 5 mM, KCI 0,17 mM, CaCl> 0,33 mM y MgSO4 0,33 mM en agua desionizada
con 500 ppb de azul de metileno como fungicida. Las caracteristicas de los huevos se determinaron
con un estereomicroscopio Nikon SMZ800 (Nikon, EE. UU). Los huevos fertilizados y en buenas

condiciones se seleccionaron y mantuvieron para los posteriores tratamientos.

En este trabajo, nos referimos como embriones a los zebrafish de 0 a 3 dpf y como larvas a los
animales de 3 a 60 dpf. Los estudios de biocompatibilidad fueron realizados en el estadio larvario.
Todos ellos fueron realizados en estricta concordancia con guia del Instituto Nacional para el
cuidado y mantenimiento de los animales de EE.UU. (National Institute of Health guidelines for
animal care and maintenance). Ademas, los protocolos de trabajo fueron aprobados por el Comité
Institucional del Cuidado Animal de la Universidad Nacional de Quilmes (CE-UNQ 2/2014) y el
Comité Institucional para el cuidado y uso de animales de laboratorio (CICUAL) de la Universidad
Nacional de Quilmes (CICUAL-UNQ 013-15 and 014-15).
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Figura 2.17 — Esquema de obtencién y seleccién de embriones de zebrafish. Los embriones de
zebrafish se obtuvieron por apareamiento natural de hembras y machos adultos sexualmente activos.
Una vez recolectados, se mantuvieron en medio E3 a 28 °C hasta la seleccién de los embriones en

buenas condiciones para posteriores tratamientos.

2.8.2 Tratamientos

A los 5 dpf, el cerebro, el corazén, el higado, el pancreas, los rifiones, el intestino y los sistemas
sensoriales de las larvas son completamente funcionales °. Por lo tanto, la administracién de un
tratamiento antes de los 5 dpf podria utilizarse para evaluar los efectos de dicho tratamiento en la
formacion de érganos (estudios de teratogenicidad); de lo contrario, una administracion en el 5 dpf
o posterior permitiria el estudio del efecto sobre érganos ya formados y funcionales (estudio de la
biocompatibilidad). En este trabajo realizamos la administracion de los tratamientos en el 5 dpf
(Figura 2.18).
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Figura 2.18 — Esquema del desarrollo de los zebrafishy de los ensayos de biocompatibilidad /in vivo.

Al 1 dpf, se seleccionaron los huevos fertilizados y se traspasaron a placas de 96 pocillos con medio

E3. Al 5 dpf, las larvas fueron incubadas con las drogas o complejos D-droga. Entre el 5y 7 dpf se

realizaron los estudios de biocompatibilidad en las distintas h post-incubacion (hpi).

Los embriones se obtuvieron por apareamiento natural, como se describié previamente. Al 1 dpf

los embriones fertilizados y en buenas condiciones fueron seleccionados y separados en placas de

96 pocillos (3 embriones/pocillo) con medio E3. Estas placas se incubaron a 28 + 1 °C durante 4

dias adicionales, bajo un ciclo de 14 h luz — 10 h oscuridad. Durante este periodo ocurre la eclosién

de todos los embriones para pasar al estado larvario. Al 5 dpf, el medio se reemplazé por 225 pL

de medio E3 fresco y se le adicionaron 25 uL de diluciones seriadas en PBS de los distintos

tratamientos. Las concentraciones finales evaluadas fueron:

v' CBZ en el rango de 0,3-30 yM

v' Complejos D-CBZ en el rango de 0,012-1,2 uM de dendrimeros y 0,3-30 uM de CBZ

v" TAC en el rango de 0,3-30 uM

v" Complejos D-TAC en el rango de 0,0018-0,18 uM de dendrimeros y 0,3-30 uM de TAC

v" CUR en el rango de 0,625-10 yM

v' DG4.0-CUR en el rango de 0,084-1,4 uM de dendrimero y 0,625-10 yM de CUR
v' DG4.5-CUR en el rango de 0,15-2,4 yM de dendrimero 0,625-10 yM de CUR

Como control negativo se utilizaron larvas incubadas solo con PBS (Figura 2.19). En este ensayo

no se realizaron los correspondientes controles con dendrimeros libres dado que los efectos de

estos en las larvas de zebrafish fueron estudiados por nuestro grupo de investigacion con
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anterioridad %8, Ademas, como las muestras de CUR libre se obtuvieron a partir de un stock
concentrado en DMSO, debido a la insolubilidad de la droga en agua; se adicioné un control de
DMSO al 0,1% (v/v) en PBS, que iguala a la concentracion maxima de solvente a la que se

expusieron las larvas cuando se incubaron con 10 uM de CUR.

Las placas con larvas tratadas se mantuvieron en incubadora con el mismo ciclo luz-oscuridad.
Estos tratamientos se realizaron en tres réplicas biolégicas; es decir que se realizaron en tres
ocasiones con embriones obtenidos a partir de distintos padres (de este modo se incrementa la
variabilidad genética del ensayo). A partir de cada placa de larvas tratadas se realizaron todos los
estudios de biocompatibilidad (viabilidad, neurotoxicidad, cardiotoxicidad, hepatotoxicidad vy
cambios morfologicos), con el objetivo de correlacionar los efectos observados. Los métodos

utilizados para cada una de estas determinaciones de biocompatibilidad se explican a continuacion.
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Figura 2.19 — Esquema del tratamiento y ensayos realizados en larvas de zebrafish. Las larvas de 5
dpf fueron incubadas con las drogas y los complejos D-droga. Estas larvas se mantuvieron hasta el 7
dpf. A las 1, 4, 24 y 48 h post-incubacion (hpi) se determind la viabilidad y la actividad de nado
espontaneo (parametro de neurotoxicidad). A las 48 hpi (7 dpf), se realizaron los estudios de

cardiotoxicidad, hepatotoxicidad y cambios morfoldgicos.

2.8.3 Estudio de la viabilidad

La viabilidad de las larvas tratadas se estudi6 a las 1, 4, 24 y 48 h post-incubacion (hpi) utilizando
un estereomicroscopio. Se consideré que las larvas estaban muertas cuando no se observé latido
cardiaco. La viabilidad se expresd como el porcentaje de larvas vivas respecto del total de larvas
por tratamiento. Este estudio incluyd 24 réplicas técnicas y 3 réplicas bioldgicas para cada dilucion
testeada (n=72). Con réplicas técnicas nos referimos a la cantidad de pocillos que se utilizaron en

cada réplica bioldgica (8 pocillos con 3 larvas/pocillo).
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2.8.4 Estudio del movimiento espontaneo: neurotoxicidad

El movimiento espontaneo de las larvas se estudid con un sistema multicanal automatizado
acoplado a un conversor analdgico/digital (WMicrotracker, Designplus SRL, Argentina), tal como se
describié previamente en Igartua y col. (2015) 78, Este sistema cuenta con un haz de luz infrarroja
que atraviesa cada pocillo de una placa de 96 pocillos; cuando el haz de luz es interrumpido por el
movimiento de una larva, se produce una interrupcién en la sefal considerada como un evento de
actividad. De este modo, el equipo permite determinar el numero de eventos de actividad en cada
pocillo de una placa de 96 pocillos durante un periodo de tiempo determinado. Para este ensayo,
los eventos de actividad se analizaron a temperatura ambiente durante 15 minutos alas 1,4, 24y
48 hpi. El movimiento espontaneo de cada tratamiento se expresé como un porcentaje respecto del
promedio de eventos de actividad en el grupo de larvas control, tratadas solo con PBS. Los cambios
en el movimiento espontaneo podrian deberse a efectos neurotdxicos del tratamiento 190191 g
cambios morfolégicos que afecten el nado de las larvas, o a efectos letales. Este estudio incluyé 8

réplicas técnicas y 3 réplicas biolégicas para cada dilucién testeada (n=24).

2.8.5 Estudio del ritmo cardiaco: cardiotoxicidad

El estudio del ritmo cardiaco de las larvas se realizé a las 48 hpi (7 dpf). Para ello, las larvas fueron
transferidas individualmente a un portaobjeto, inmovilizadas con una suspension de carboximetil-
celulosa soédica, y observadas en un estereomicroscopio trinocular acoplado a una camara
Microsoft. Se grabaron videos de las larvas durante 15 segundos, a partir de los cuales se realizé,
posteriormente, el conteo manual del numero de latidos y se expresd como latidos por minuto. El
conteo manual se realizé tres veces a partir de cada video, con el objetivo de disminuir el error de
esta medida. Este experimento se realizé en 8 larvas de cada una de las 3 réplicas bioldgicas para
cada dilucion testeada (n=24). Nuevamente, los resultados de cada tratamiento se expresaron
como un porcentaje respecto del promedio de latidos de las larvas control. Las diferencias en el
ritmo cardiaco de las larvas tratadas respecto de las larvas control puede considerarse un efecto

cardiotdxico 192,

2.8.6 Estudio de los cambios morfoldgicos
Las 8 larvas de cada una de las 3 réplicas biolégicas (n=24) que se utilizaron para determinar el
ritmo cardiaco, fueron posteriormente fotografiadas para analizar sus cambios morfoldgicos. Cada
una de estas larvas recibio un puntaje en funcion de la cantidad de malformaciones que presentara,
segun:

¢ 0 (sin cambios)= para las larvas que no presentaron cambios morfolégicos

¢ 1 (cambios menores)= para las larvas que presentaron 1 o 2 anomalias morfolégicas

o 2 (cambios moderados)= para las larvas que presentaron 3 0 4 anomalias morfologicas
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e 3 (cambios graves)= para las larvas que presentaron mas de 4 anomalias

e 4 (muerte)= para las larvas que no presentaran latido cardiaco

Este sistema de puntuacion resulté de la adaptacion de un método propuesto por Fako y Furgeson
(2009) 7. Los cambios morfologicos que se consideraron en este estudio incluyeron la presencia
de columna doblada, malformacion de mandibula, malformacién de cola, malformacién de cabeza,
necrosis en la region de la cabeza, necrosis hepatica, necrosis del saco vitelino, vitelo no
consumido, vejiga natatoria desinflada y presencia de edemas (Figura 2.20). A partir del puntaje

obtenido para cada larva, se calculo el promedio de cambios morfolégicos de cada tratamiento

estudiado.
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Malformacién de cola
Malformacion de mandibula
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Necrosis hepatica

Necrosis del saco vitelino
Vitelo no consumido

Vejiga natatoria desinflada

Figura 2.20 — Morfologia de larvas de zebrafish. (A) Morfologia de una larva de zebrafish control de 7

dias post-fecundacion (dpf) en posicion dorsolateral. (B) Fotografias ejemplificando las anomalias que

se pueden observar en las larvas a los 7 dpf, y que fueron analizadas en el sistema de puntuacion de

cambios morfoldgicos.

2.8.7 Estudio de la hepatotoxicidad

Utilizando las fotografias realizadas para analizar los cambios morfoldgicos de las larvas, y el

método validado por He y col. (2013), se analiz6 el estado del higado de las larvas control y de las
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larvas tratadas con las drogas y los complejos D-droga. El higado esta situado en la zona posterior
al pericardio y anterior al intestino, y puede ser observado cuando la larva se encuentra en posicién
dorsolateral. Un higado sano se ve claro y traslucido, mientras que un higado dafnado se vuelve
oscuro y opaco (Figura 2.21), indicando la degeneracion y/o necrosis del tejido '93.Por lo tanto, cada
una de las 8 larvas de las tres réplicas bioldgicas (n=24) fue observada y se determind si su higado
presentaba signos de degeneracion o necrosis. Los resultados se expresaron como el porcentaje

de larvas que presentaban el higado opaco respecto del total de larvas por tratamiento.

igado

’ v’ v J .ll

- -
Figura 2.21 — Morfologia del higado de larvas de zebrafish. (A) Morfologia del higado de una larva de
zebrafish de 7 dias post-fecundacion (dpf). Cuando no hay degeneracion/necrosis, el higado se ve
claro y traslicido. (B) Morfologia del higado de una larva de zebrafish de 7 dpf luego del tratamiento

con una droga hepatotédxica. Cuando hay degeneracién o necrosis, el higado se vuelve oscuro y opaco.

2.9 Analisis estadistico

Todos los resultados se expresaron como el promedio + el desvio estandar (SD, por sus siglas del
inglés sfandard deviation) de los datos obtenidos. El analisis estadistico fue realizado utilizando el

programa Graph Pad Prism v6.0.

Dependiendo del disefio experimental empleado en cada ensayo y de la naturaleza de los datos

obtenidos, se utilizaron los siguientes analisis estadisticos:

*» Prueba T de Student ( 7-fes?), cuando se compararon dos poblaciones de datos entre si.

» Analisis de varianza de un componente (ONE-WAY ANOVA), cuando se compararon mas
de dos poblaciones de datos entre si, existiendo un unico componente de variabilidad entre
dichas poblaciones (por ejemplo: efecto de distintos tratamientos).

» Analisis de varianza de dos componentes (TWO-WAY ANOVA), cuando se compararon mas
de dos poblaciones de datos entre si, existiendo dos componentes de variabilidad entre
dichas poblaciones (por ejemplo: efecto de distintos tratamientos en varios tiempos de

ensayo).
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Si estos analisis de varianza reportaron diferencias entre las poblaciones de datos comparadas,
posteriormente se realizaron los analisis de multiples comparaciones (post-fesf) para determinar
los grados de significancia. Dependiendo del disefio experimental, se utilizaron los siguientes

analisis de multiples comparaciones:

» Post-festde Dunnett, cuando se determind una poblacién de datos como muestra control y
todas las demas poblaciones se compararon solo con dicho control. Este post-test se utilizé
a continuacion de ambos ONE-WAY y TWO-WAY ANOVA.

= Post-fest de Tukey, cuando cada poblacion de datos se compard con todas las otras
poblaciones de datos. Este post-test se utilizé a continuacién de ambos ONE-WAY y TWO-
WAY ANOVA.

= Post-fest de Sidak, cuando dos poblaciones de datos se compararon entre si. Se utilizd
unicamente a continuacion del TWO-WAY ANOVA.

En todos los casos, las diferencias se consideraron significativas solo cuando el valor p fue menor

a 0,05. Los distintos grados de significancia obtenidos se representaron con asteriscos, siendo:

= *p<0,05

= **p<0,01

= ***p<0,001

= ****p<(,0001

* ns: no significativo
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Capitulo 3 -

Complejacion de Carbamazepina

3.1 Introduccién

El plegamiento incorrecto y la agregacion anormal de proteinas especificas estan implicados en los
trastornos neurodegenerativos mas prevalentes, incluyendo la enfermedad de Alzheimer (EdA), la
esclerosis lateral amiotrofica, la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Huntington. La
generacién de pequefios oligbmeros, fibrillas y grandes agregados con propiedades amiloides
altamente difusibles estan implicados en estos procesos anormales 25. Ultimamente, los
potenciadores del proceso de autofagia natural se han vuelto atractivos como tratamiento para la
EdA, debido a la degradacion selectiva de las proteinas anormalmente plegadas por la via

lisosdmica y la interrupcion de la agregacion de proteinas 23.25.194,195,

Mas recientemente, se ha encontrado que la carbamazepina (CBZ), un farmaco anticonvulsivo y
estabilizador del estado de animo aprobado por la FDA tiene un potente efecto incrementador de
la autofagia 23195, reduciendo la acumulacion y los efectos toxicos de proteinas propensas a la
agregacioén en modelos celulares /n vitro y protegiendo contra la neurodegeneracion in vivo 24196~
198, Particularmente Li y col. (2013) estudiaron el efecto de la administracién de CBZ en un raton
transgénico modelo de la EJA (APPswe/PS1deltakd) 'y después de tres meses examinaron la funcion
cognitiva, la neuropatologia asociada a la EdA y el nivel de autofagia en el ratéon. Los resultados
mas importantes encontrados por este grupo incluyen que la administracién a largo plazo de CBZ
regenero las funciones relacionadas con la memoria y el aprendizaje espacial de los ratones, asi
como también redujo el numero de placas seniles y los niveles de AB42, y potencid los procesos
de autofagia por una via independiente de mTOR, sin afectar a via dependiente de mTOR 24, Por

ello, en este trabajo se reposiciona el uso de este antiepiléptico para el tratamiento de la EdA.

La CBZ se administra tradicionalmente en su forma sélida o0 como suspensién por la via oral, pero
debido a su escasa solubilidad en agua (120 pg/mL, 500 uM, a 25 °C) 199-201_ tiene una absorcién
gastrointestinal lenta e irregular, lo que lleva a una biodisponibilidad incompleta del farmaco 202-204,
Ademas, esta solubilidad reducida no permite su incorporacion en dosis terapéuticas en soluciones
acuosas para inyeccion intravenosa 295, Asimismo, la farmacocinética de la CBZ es compleja porque
no existe una relacion directa entre la dosis oral administrada y la concentracién del farmaco que
se encuentra en el plasma 206207, Por |o tanto, es necesario usar una dosis alta (800-1.200 mg/dia)

para alcanzar la concentracién terapéutica de CBZ, que se ha estimado en 0,004-0,012 mg/mL
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208209 Ademas, la CBZ experimenta un extenso metabolismo hepatico e induccién enzimatica que
resulta en fluctuaciones plasmaticas erraticas e inesperadas, que requieren ajustes sucesivos de

la dosis 205210,

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, incrementar la solubilidad de la CBZ podria
aumentar la velocidad de absorcion, aumentar la biodisponibilidad oral y permitir la reduccién de la
dosis necesaria para lograr concentraciones terapéuticas. Por lo tanto, la incorporaciéon de CBZ en

dendrimeros, como sistema de delivery, podria mejorar la eficacia del tratamiento actual

Los dendrimeros PAMAM de generacion 4.0 y 4.5 actuarian como nanotransportadores capaces
de incorporar moléculas de droga en sus bolsillos internos o de anclarlas a sus grupos superficiales.
Ademas, actuarian como nanodrogas per se. Entonces, en esta primera propuesta terapéutica
tenemos el objetivo de desarrollar y caracterizar un sistema de delivery de CBZ basado en

dendrimeros PAMAM, capaces de actuar como terapia combinada en el tratamiento de la EdA.
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3.2 Resultados y discusion

3.2.1 Obtencién de los complejos D-CBZ

Se ha reportado que los dendrimeros tienen la capacidad de aumentar la solubilidad y estabilidad
de compuestos bioactivos. Esta solubilizacién y estabilizacién mediada por dendrimeros depende
de varios factores, incluyendo factores relacionados con el nanomaterial (tipo, generacion, tamano,
core y grupos funcionales que posea el dendrimero), con las condiciones del medio (pH,
temperatura, fuerza idnica) y con el bioactivo (particularmente con la afinidad de interaccién entre
el farmaco y el dendrimero. Ademas, se ha descripto que los dendrimeros PAMAM generacién 4.0
(DG4.0) y generacion 4.5 (DG4.5) pueden tanto encapsular moléculas de farmacos en sus bolsillos
interno, como anclarlas en sus grupos funcionales terminales. El farmaco complejado adquirira las
propiedades fisicoquimicas de los dendrimeros, que pueden aumentar significativamente su
solubilidad en un medio acuoso y proporcionar un perfil de liberacidon controlada. En este sentido,
la CBZ es poco soluble en agua (120 ug/mL, 500 uM, a 25 °C), por lo que resulta interesante

estudiar su incorporacion a dendrimeros.

En primer lugar, se evalu6 la capacidad de ambos dendrimeros (DG4.0 y DG4.5) de formar
complejos con la CBZ, por lo que se expusieron diferentes cantidades de droga a una cantidad
constante de dendrimero, con el objetivo de estimar el numero maximo de moléculas de CBZ que
se pueden incorporar a cada molécula de dendrimero. Las relaciones molares teoricas estudiadas
fueron 5, 10, 25, 50, 100, 150 y 200 moles de CBZ por mol de DG4.0 o DG4.5. Luego del protocolo
de complejacion, se determind la cantidad de CBZ soluble y las relaciones molares experimentales

obtenidas (Figura 3.1).

Cuando la relacion molar fue 1:10 o superior, la CBZ soluble presente en los complejos D-CBZ fue
significativamente mayor que la CBZ presente en el control de la droga en ausencia de dendrimeros
(CBZ libre). Ademas, a medida que se incrementd la concentracion de CBZ, se produjo un
incremento en la cantidad de CBZ soluble en los complejos D-CBZ. Estos resultados confirman la
interaccion de la CBZ con los DG4.0 y DG4.5. En principio, como no se observaron diferencias
significativas en la solubilizacion de la CBZ por los complejos DG4.0-CBZ y DG4.5-CBZ en la
mayoria de las relaciones D:CBZ, suponemos que la interaccion de la droga con los dendrimero se
produce a través de la complejacion dentro de los bolsillos internos de los dendrimeros, que son

quimicamente idénticos y tienen un tamario similar.
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Figura 3.1 — Optimizacién de la relacién molar D:CBZ utilizada para obtener los complejos D-CBZ. La
CBZ y los dendrimeros combinaron en distintas relaciones molares tedricas D:CBZ. (A) Concentracion
de CBZ soluble luego del proceso de complejacion. (B) Moles de CBZ por mol de DG4.0 o DG4.5

obtenidos luego del proceso de complejacion.

En las relaciones molares superiores a 1:50, se alcanzé la saturacién de los dendrimeros, dado
que una mayor cantidad de CBZ disponible no se asocio con una cantidad significativamente mayor
de CBZ complejada soluble. Sin embargo, particularmente en la relacion molar 1:150, se observé
una tendencia a una mayor cantidad de CBZ soluble en el complejo DG4.5-CBZ que en el complejo

DG4.0-CBZ; por lo que dicha relacion molar se utilizoé para estudiar la reproducibilidad del protocolo
de complejacion.

Los resultados obtenidos al utilizar la relacién tedrica 1:150 D:CBZ (Figura 3.2) demuestran que, al
formar complejos con dendrimeros, la solubilidad de CBZ aumento significativamente en medios

acuosos. En el control de CBZ libre se obtuvo una resuspension promedio de 322,2 £ 52,7 pM,
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mientras que en los complejos DG4.0-CBZ la resuspension fue de 834,8 £ 187,2 uM y en los DG4.5-
CBZ de 898,7 £ 279,4 uM. De este modo, se logré triplicar la cantidad de CBZ soluble, a través de
la complejacion de un promedio de 21 £ 7 y 24 £ 11 moles de CBZ por mol de DG4.0 y DG4.5,
respectivamente. Si bien se volvid a observar la tendencia hacia una mayor resuspension de CBZ
en los complejos DG4.5-CBZ respecto de los DG4.0-CBZ, la diferencia no fue significativa,
posiblemente debido a la gran dispersién de los resultados. En este sentido, la relacién 1:150 fue
la utilizada para generar todos los complejos utilizados en los ensayos a continuacion descriptos, y

debido a la variabilidad observada, la cantidad de CBZ soluble se cuantifico en todas las muestras

utilizadas.
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Figura 3.2 — Obtencién de complejos utilizando la relacion molar 1:150 D:CBZ. El protocolo de
complejacion se repitié (n=18) utilizando la relacién 1:150 D:CBZ para estudiar su reproducibilidad. (A)
Concentracion de CBZ soluble luego del proceso de complejacion. (B) Moles de CBZ por mol de DG4.0

o0 DG4.5 obtenidos luego del proceso de complejacion.

3.2.2 Estudios de estabilidad de la CBZ en los complejos D-CBZ

Como se menciono anteriormente, los dendrimeros tienen la capacidad de aumentar la solubilidad
de los compuestos bioactivos y, también, su estabilidad en medios acuosos. Por ello, en este trabajo

se estudid la estabilidad de la CBZ en los complejos D-CBZ desde tres enfoques distintos.

En primer lugar, la estabilidad en el tiempo de la CBZ en los complejos DG4.0-CBZ y DG4.5-CBZ
se evalud en diversas condiciones de temperatura (4, 25 y 37 °C) manteniéndose en la oscuridad
durante 90 dias luego de la complejacion (Figura 3.3). A tiempos predeterminados se realizaron
observaciones macroscopicas y determinaciones de la CBZ soluble. Los resultados obtenidos
demostraron que las formulaciones almacenadas a 37 °C fueron las mas estables, presentando
una apariencia fisica constante (sin aparicion de turbidez o precipitados) y con una cantidad
constante de CBZ soluble, que fue significativamente mayor en los complejos DG4.0-CBZ y DG4.5-

CBZ conrespecto a la CBZ libre durante el periodo analizado de 90 dias. Por otro lado, se evidencid
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que las formulaciones almacenadas a 25 °C retuvieron la CBZ solo durante siete dias después de
la complejacién, mientras que las almacenadas a 4 °C no retuvieron la CBZ soluble. En las muestras
almacenadas a 25 y 4 °C se observé la aparicion de un precipitado blanco con el correr de los dias.
Ante lo expuesto, la liberacion de la CBZ desde los complejos y la cristalizacion de la CBZ insoluble
fueron minimas a 37 °C y maximas a 4 °C.
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Figura 3.3 — Estabilidad de la CBZ en los complejos D-CBZ durante el almacenamiento a distintas
temperaturas. La estabilidad de la CBZ libre o en los complejos D-CBZ se estudié durante el
almacenamiento a 4, 25 o0 37 °C. En los graficos se presentan los porcentajes de CBZ (con respecto a
la concentracion inicial en el control de CBZ libre) en los distintos tiempos después de la complejacion.
Debido a que la representacion de las diferencias significativas encontradas dificultaria la interpretacion

de los graficos, los resultados estadisticos se presentan en la Tabla A3.1 del Anexo de este capitulo.

Es importante resaltar que en ninguna de las condiciones de almacenamiento estudiadas se
evidencié degradaciéon o modificacion quimica de la CBZ, dado que el control de CBZ libre se
mantuvo estable durante los 90 dias estudiados (100% de droga soluble) y que no se observaron

corrimientos en los espectros de absorbancia. La disminucién de la CBZ soluble en los complejos
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D-CBZ se deberia entonces a la liberacion de la droga y a la precipitacion del exceso de esta por
encima de su limite de solubilidad en las temperaturas estudiadas. Asimismo, podrian existir
cambios en la estructura de los dendrimeros debidos a la temperatura de almacenamiento. Estos
cambios conformacionales podrian modificar el tamano de los bolsillos internos y podrian inducir la

liberacion de la droga.

En segundo lugar, se estudio la estabilidad de los complejos D-CBZ frente al proceso de liofilizacion
en ausencia de crioprotectores (Figura 3.4 A), con el objetivo de evaluar si luego del proceso de
liofilizacion y reconstitucion los complejos mantenian la CBZ retenida y soluble. Por lo que
sabemos, este es el primer trabajo en donde se estudia la incorporacion de la CBZ a los
dendrimeros y la estabilidad frente a la liofilizacion de complejos droga-dendrimeros. En este
ensayo, observamos que las formulaciones fueron parcialmente estables al proceso de liofilizacion.
En todas las formulaciones se observo una reduccion de la cantidad de droga soluble luego de la
liofilizacion, siendo los porcentajes de CBZ remanentes de 73,8%, 73,9% y 72,7% para el control
de CBZ libre, los complejos DG4.0-CBZ y los complejos DG4.5-CBZ, respectivamente. Dado que
los porcentajes de droga remanente fueron similares entre si, podemos interpretar que la reduccion
en la cantidad de CBZ soluble se deberia a un proceso degradativo de la droga soluble o a la
perdida ocasionada por la manipulacion propia de la muestra. Si bien los dendrimeros no lograron
evitar dicho proceso degradativo, las muestras reconstituidas presentaron una concentracion
significativamente mayor de CBZ respecto del control de droga libre, por lo que los complejos se
mantuvieron estables y la droga degradada/perdida podria corresponder a la CBZ libre soluble no

incorporada en dendrimeros.

En tercer lugar, se estudié la estabilidad en el tiempo de la CBZ en los complejos D-CBZ luego del
proceso de liofilizacion y reconstitucion (Figura 3.4 B). Para ello, las muestras se almacenaron a 25
°C durante 90 dias luego de la reconstitucion. En este caso, la CBZ complejada en dendrimeros se
mantuvo estable hasta los 60 dias post-reconstitucion, siendo significativamente mayor a la
concentracion de CBZ libre. El aumento de la estabilidad del material liofilizado a 25 °C con respecto
a los complejos no liofilizados (que solo retuvieron la droga soluble por 7 dias) podria deberse a
que durante el proceso de sublimacion del solvente las interacciones droga-dendrimero se
maximizan, dando lugar a complejos capaces de retener la CBZ soluble por un mayor periodo de

tiempo.
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Figura 3.4 — Estabilidad de los complejos D-CBZ frente al proceso de liofilizacién. (A) Concentracion
de CBZ soluble antes y después del proceso de liofilizacion. (B) Porcentaje de droga soluble (con
respecto a la concentracién inicial en el control de CBZ libre) a distintos tiempos durante el
almacenamiento a 25 °C, después de la liofilizacion y reconstitucion. Debido a que la representacion

de las diferencias encontradas dificultaria la interpretacion de los gréficos, los resultados estadisticos

se presentan en la Tabla A3.2 del Anexo de este capitulo.

3.2.3 Estudios de la interacciéon D-CBZ por FT-IR y liberacién in vitro

Como los dendrimeros DG4.0 y DG4.5 encapsularon una cantidad similar de CBZ y presentaron
perfiles similares de estabilidad a lo largo del tiempo, se refuerza nuestra hipotesis de que la
interaccion droga-dendrimero se produce en los bolsillos internos. Estos son quimicamente
idénticos en ambos dendrimeros, mientras que los grupos terminales son diferentes (-NH3* para
el DG4.0 y -COO- para el DG4.5, a pH fisiol6gico). Con el objetivo de confirmar nuestra hipétesis

se estudid la interaccidon entre la CBZ y los dendrimeros utilizando la espectroscopia FT-IR y

estudios de liberacién in vitro.

La espectroscopia infrarroja es un método no destructivo, muy utilizado debido a que la absorcion
especifica de una sustancia en la region de "huella dactilar" permite el reconocimiento de varias

especies quimicas e incluso de los isdmeros estructurales. El espectro FT-IR de la CBZ sdlida
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(Figura 3.5 A) mostro todas las bandas de absorcion especificas del farmaco 211212 incluidas las
bandas de estiramiento del -NH a 3460 cm-', la vibracion del enlace —-CO-R - a 1670 cm, y las
vibraciones de deformacién de los enlaces —C=C-, -C=0 y N-H a 1590 cm-'. El espectro FT-IR del
PBS liofilizado (Figura 3.5 B y C) se incluyé como un control interno de nuestro ensayo porque las
formulaciones de D-CBZ se disolvieron en buffer antes de la liofilizacion y las sales del mismo
permanecerian en las formulaciones sélidas. En este control, se encontré que las bandas de
absorcion a 528, 548, 668, 861, 949, 1074, 1163, 2341 y 2359 cm-! corresponden a las vibraciones
de los grupos fosfato de las sales del buffer. En este caso, la mayoria de las bandas del PBS se
encontraron en la regidon de “huella dactilar”, lo que impidié una correcta asignacion de los picos en
zonas inferiores a los 1300 cm-' para el resto de las formulaciones caracterizadas. Posibles formas
de solucionar este problema serian liofilizar las muestras en agua (en lugar de en buffer), o realizar
el FT-IR de muestras liquidas en agua deuterada; sin embargo, en ambos casos, los complejos
obtenidos en esos medios no serian exactamente los mismos que se obtienen en PBS, cuyas
caracteristicas fisiologicas permitirian la utilizacion de los complejos en los ensayos ex vivo, in vifro
e /n vivo. En consecuencia, el analisis de los espectros FT-IR de los dendrimeros y complejos D-

CBZ se realiz6 particularmente en la regién de 4000 a 1300 cm-'.

En el espectro FT-IR del DG4.0 (Figura 3.5 B) se observaron las vibraciones de estiramiento de los
enlaces C-H y N-H del interior del dendrimero a 2917 y 2849 cm-*; la vibracidon de deformacion de
los grupos -NH terminales a 1651 cm-*; y las vibraciones de estiramiento de los enlaces C-C y C-N
en el interior del dendrimero a 1557 cm-150.153.213.214 En e| espectro FT-IR del complejo DG4.0-CBZ,
se observo la desaparicion de las bandas de absorcion a 2917 y 2849 cm- y el desplazamiento de
otra banda de 1651 a 1692 cm-'. Dado que las dos primeras sefiales corresponden a grupos
internos del DG4.0 y la tercera a las aminas terminales, las moléculas de CBZ podrian estar

interactuando tanto con los bolsillos internos del DG4.0 como con sus grupos amino terminales.

Por otro lado, el espectro FT-IR del DG4.5 (Figura 3.5 C) mostr6 la vibracion de flexion de los
enlaces N-H de las amidas del interior de dendrimero a 3299 cm-' y a 1642 cm-'; las vibraciones de
estiramiento de los enlaces C-H y N-H también del interior del dendrimero a 2915 y 2849 cm-'; la
vibracion de estiramiento del -C=0 de los grupos terminales a 1730 cm-*; y la vibracion simétrica
del —-COO- del grupo terminal a 1393 cm-' 94153, En el espectro FT-IR del complejo DG4.5-CBZ, se
observo la desaparicion de las bandas de absorcion a 2915, 2849 y 1730 cm-' y el desplazamiento
de las bandas a 3332 y 1652 cm-'. Como estas sefiales corresponden a los grupos internos y
terminales del DG4.5, las moléculas de CBZ podrian estar interactuando tanto con los bolsillos

internos del DG4.5 como con sus grupos carboxilicos terminales.
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Figura 3.5 — Estudio de la interaccién entre la CBZ y los DG4.0 o DG4.5 por analisis FT-IR. (A) Espectro
FT-IR de la CBZ solida; (B) Espectros FT-IR de liofilizados del DG4.0, los complejos DG4.0-CBZ vy el
control de PBS; (C) Espectros FT-IR de liofilizados del DG4.5, los complejos DG4.5-CBZ y el control
de PBS. (B y C) Se incluy6 un control de PBS liofilizado dado que los complejos y los dendrimeros se
liofilizaron a partir de las suspensiones en dicho buffer, y las sales de fosfato tienen una senal fuerte
en FT-IR.
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Considerando los resultados obtenidos, donde se demostré que todas las bandas de absorcién
correspondientes a los grupos de los bolsillos internos sufrieron modificaciones en las
formulaciones de D-CBZ respecto de los dendrimeros libres, podemos confirmar nuestra hipétesis
de que la CBZ interactua con el interior de ambos dendrimeros. Sin embargo, también se
observaron modificaciones en las bandas de absorcién de los grupos terminales de ambos
dendrimeros. En ese caso, es importante remarcar que las formulaciones D-CBZ obtenidas luego
del protocolo de complejacion presentan tanto CBZ libre (hasta el limite de solubilidad de la droga
a dicha temperatura) como CBZ complejada en los dendrimeros (droga solubilizada por
complejacion en los bolsillos internos de los dendrimeros). Cuando estas formulaciones D-CBZ se
liofilizan, las interacciones entre la CBZ (tanto libre como en complejo) y los dendrimeros se
maximizan, debido a la ausencia del solvente. Asimismo, se maximizan las interacciones entre
moléculas adyacentes de dendrimeros. Estas interacciones mediadas por el proceso de liofilizacion

podrian ser las responsables de los cambios en las sefiales de los grupos terminales.

Ofra posible explicacion de estas interacciones observadas entre la droga y los grupos terminales
de los dendrimeros podria deberse al grupo amida que posee la CBZ, capaz de interaccionar por
puente de hidrégeno (como dador o receptor) con los grupos amino o carboxilos terminales no
ionizados de ambos dendrimeros. Asimismo, la CBZ podria interaccion con los grupos terminales
en estado ionizado mediante interacciones del tipo ion-dipolo. Ademas de la posible interacciéon con
la droga o entre moléculas adyacentes de dendrimeros, se ha reportado por Maiti y col. (2004) que
los grupos superficiales de los dendrimeros pueden sufrir el proceso de back-folding en condiciones
de bajo solvente. Segun este trabajo, los grupos terminales son lo suficientemente flexibles como
para interpenetrar la propia molécula e interaccionar con los grupos de los bolsillos internos (aminas
terciarias) 9. De esta manera, también se podrian explicar los cambios en las sefiales de los grupos

funcionales terminales.

En este sentido, lo ideal seria caracterizar a las muestras liquidas en PBS, tal cual se obtienen
luego del proceso de complejacion. Sin embargo, las sefiales FT-IR propias de las vibraciones de
la molécula de agua, sumadas a la de las sales fosfato, nos impidié realizar esta determinacion

adecuadamente.

Por otro lado, la caracterizacion de la interaccion droga-dendrimero se profundizé al estudiar la
resistencia y estabilidad de los complejos DG4.0-CBZ y DG4.5-CBZ por ensayos de liberacion in
vitro de la CBZ. El perfil de liberacion frente a una dilucién 1/100 se estudié mediante microdialisis
en tres condiciones de pH: acido (pH 2,2), fisioloégico (pH 7,4) y basico (pH 12,6) (Figura 3.6). El
objetivo de este estudio en distintas condiciones de pH fue determinar si el estado de protonacion
de los dendrimeros podria modificar el perfil de liberacion de la CBZ a partir de los complejos D-

CBZ.
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Figura 3.6 — Liberacién in vitro de CBZ a partir de complejos D-CBZ en distintas condiciones de pH. La
liberacion in vifro de CBZ a partir de complejos D-CBZ se estudié frente a PBS con (A) pH 2,2; (B) pH
7,4y (C) pH 12,6. Para ello se utilizé la técnica de microdidlisis desarrollada ad hoc. No se encontraron
diferencias significativas respecto del control de CBZ libre para los complejos a pH &cido y basico, pero
si a pH fisiologico. Debido a que la representacion de las diferencias encontradas a pH 7,4 dificultaria

la interpretacion de los graficos, los resultados estadisticos se presentan en la Tabla A3.3 del Anexo
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La CBZ es una molécula con anillos hidrofébicos y una regidon polar debida a la presencia de un
grupo amida. Bajo condiciones no catalizadoras y a pH basicos extremos, la CBZ puede formar una
amida cargada negativamente (pKa del grupo amida 13,9) 215, Es importante aclarar entonces que,
en pH menores a 12,9, la CBZ se encontraria como una molécula no cargada. Por otro lado, los
dendrimeros poseen grupos ionizables cuyo estado de protonacion dependera del pH del medio.
Trabajos tedricos, a través de simulaciones y calculos matematicos, determinaron los rangos
esperados de pKa para cada grupo ionizable, reportando un pKa 8-10 para las aminas primarias
terminales de los DG4.0, un pKa 4-6 para las aminas terciarias internas de los DG4.0, un pKa 4-5
para los acidos carboxilicos terminales de los DG4.5, y un pKa 3-6 para las aminas terciarias
internas de los DG4.5 117.216, Por otro lado, un trabajo experimental determiné los valores de pKa
para los grupos ionizables de los DG4.0, reportando un pKa de 9,2 para las aminas primarias
terminales y un pKa de 6,3 para las aminas terciarias internas 2'7. Considerando estos valores de

pKa se procedi6 a realizar el analisis de los resultados de liberacion /in vifro de CBZ.

A pH acido (pH=2,2), las aminas terciarias internas de ambos dendrimeros se encuentran
protonadas; esta carga positiva excesiva en el interior daria lugar a la repulsion entre cadenas
adyacentes y a una conformacion extendida, impidiendo la formacién de bolsillos en el interior de
los dendrimeros. Estudios computacionales reportaron que a pH <4,0, el tamano de los DG4.0
aumento un 30-40% respecto de una condicidén sin solvente, como asi también la cantidad de
moléculas de agua que penetraron en el interior de la macromolécula (~325 por dendrimero) 7.
Estos cambios estructurales y conformaciones extendidas a pH acido serian las responsables de

la liberacién completa de CBZ a partir de complejos D-CBZ (Figura 3.6 A).

A un pH basico (pH=12,6), las aminas terciarias internas de ambos dendrimeros se encuentran
desprotonadas, al igual que los grupos terminales -NH; del DG4.0 y -COO- del DG4.5. La
neutralizacién de las aminas terciarias internas daria lugar a una conformacion globular compacta
que impediria la retencién de los compuestos bioactivos. Sin embargo, Maiti y col. (2005) reportaron
por estudios computacionales que a pH >12,0 y en presencia de un disolvente como el agua, el
tamano del DG4.0 aument6 un 10-15% respecto de una condicion sin solvente. A dicho pH basico
se registrdo un aumento en la difusién rotacional y traslacional de las moléculas de agua, debido a
una conformacién menos rigida de las ramas del DG4.0 debido a la neutralizacion de las cargas
internas 7. Aproximadamente 138 moléculas de agua se encontraron en el interior de cada
dendrimero en estas condiciones. Es decir, que a pH basico, si bien las ramas internas del
dendrimero poseen las aminas desprotonadas y podrian interaccionar entre si, también son menos
rigidas por lo que hay mas libertad de movimiento. Independientemente del grado de ionizacion y
de la conformaciéon que adoptarian los dendrimeros en estas condiciones, la CBZ se liberd
completamente de ambos complejos DG4.0-CBZ y DG4.5-CBZ (Figura 3.6 C).
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En condiciones fisiologicas (pH=7,4), las aminas terciarias internas de ambos dendrimeros se
neutralizan formando los bolsillos internos, mientras que los grupos terminales adquieren cargas
positivas -NH3* para el DG4.0 o cargas negativas -COQO- para el DG4.5. En estas condiciones se
obtendrian estructuras con bolsillos internos neutros y superficies cargadas, capaces de encapsular
moléculas en su interior. Como se reportdé anteriormente "7, a pH neutro, no hubo un cambio
significativo en el tamano del dendrimero respecto de una condicion sin solvente, por lo que se
mantienen los bolsillos internos que incorporaron ~ 201 moléculas de agua por molécula de
dendrimero. En estas condiciones, las moléculas de CBZ podrian interactuar de forma hidrofébica
o por enlaces de hidrogeno con el nucleo de los dendrimeros, lo que resulté en una liberacion
controlada en el tiempo (Figura 3.6 B). Después de 2 h de didlisis, la droga presente en el control
de CBZ libre se liberé en un 70%, mientras que la droga de los complejos D-CBZ en un 45%.
Después de 24 h de didlisis, la droga presente en el control de CBZ libre se liberé completamente
(100%), mientras que los complejos D-CBZ retuvieron el 40% del farmaco, dando lugar a una

diferencia significativa en los perfiles de liberacion.

En concordancia con nuestros resultados, la capacidad de retenciéon de farmacos de ambos
dendrimeros en condiciones fisiologicas se habia observado previamente para la risperidona y el
ibuprofeno 5091218 Ademas, se demostré que la interaccion entre los dendrimeros y la CBZ es
altamente dependiente del pH, como asi también lo fue con otros farmacos. Por ejemplo,
Devarakonda y col. (2007) reportaron que la liberacion de la furosemida a partir de DG2.5 y DG3.0
fue dependiente del pH, existiendo liberacion total a pH 1,2 y 5,8, y procesos de liberacion

controlada a pH 7,4 216,

En resumen, se incremento la solubilidad de la CBZ a través de la complejacién con dendrimeros,
obteniendo complejos con un promedio de 21 £ 7 y 24 + 11 moles de CBZ por mol de DG4.0 y
DG4.5, respectivamente. Estos complejos retuvieron la CBZ soluble a 37 °C durante 90 dias, y
fueron parcialmente resistentes a la liofilizacion. Los complejos D-CBZ liofilizados y reconstituidos
presentaron una estabilidad incrementada, siendo capaces de retener la CBZ soluble por 60 dias
a 25 °C. Ademas, por FT-IR se demostré que la interaccion principal entre la droga y los
dendrimeros ocurrio en los bolsillos hidrofébicos de estos ultimos. Asimismo, los complejos D-CBZ
demostraron tener la capacidad de liberar controladamente la droga en condiciones fisiologicas,

liberandola completamente en condiciones de pH extremos.

Una vez finalizada esta caracterizacion fisicoquimica, se procedié a realizar los estudios de
nanotoxicidad y biocompatibilidad de las formulaciones obtenidas. Para el tratamiento actual de la
epilepsia, la concentracion terapéutica de CBZ se ha estimado en 0,004-0,012 mg/mL, que
corresponde a 17 yM-50 pM 209, Sin embargo, la incorporacion de farmacos en dendrimeros

permitiria reducir las dosis actuales manteniendo su accién terapéutica. Por lo tanto, decidimos
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utilizar una concentracion dentro del rango terapéutico estimado (30 uM de CBZ) y concentraciones

mas bajas para asegurar que no tengan efectos toxicos.

3.2.4 Estudios de la toxicidad ex vivo en glébulos rojos humanos

Los estudios de hemdlisis y cambios morfolégicos en globulos rojos humanos son métodos simples
ampliamente utilizados para analizar la interaccion entre las membranas biologicas y los polimeros,
y para determinar la toxicidad ex vivo. Se han reportado efectos hemoliticos causados por
dendrimeros catidnicos y anionicos dependientes de la generacién y de la concentracion; sin
embargo, no se ha reportado hemdlisis en bajas concentraciones de dendrimeros. Por ejemplo, no
se han reportado efectos hemoliticos en concentraciones menores a 1 mg/mL para el DG4.0 (~70
MM) 0 a 2 mg/mL para el DG4.5 (~78 pM) 144-146_ De todos modos, se ha reportado que los DG4.0
en concentracion 10 UM producen la agregacion de los glébulos rojos, por ello es importante
estudiar también los efectos a niveles morfolégicos #7. Asimismo, es importante estudiar el efecto
hemolitico de los complejos D-CBZ obtenidos, ya que se ha reportado que el tratamiento con CBZ

puede inducir anemia hemolitica 219-221,

En este trabajo, evaluamos los efectos hemoliticos y los posibles cambios morfolégicos en glébulos
rojos humanos después de 4 y 24 h de incubacion con CBZ libre, dendrimeros y complejos D-CBZ.
Como se puede observar en las Figuras 3.7 y 3.8, no se observaron efectos hemoliticos o0 cambios
morfoldgicos significativos en comparacion con los globulos rojos incubados con el bufferisotonico
(control negativo de PBS) para ninguno de los tratamientos evaluados, en ninguno de los periodos
de incubacion. Estos resultados dan un indicio de que los complejos D-CBZ obtenidos podrian ser

administrados por via intravenosa.
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Figura 3.7 — Toxicidad ex vivo estudiada por hemdlisis en glébulos rojos humanos. Hemolisis después
de 4 0 24 h de tratamiento con CBZ, dendrimeros o complejos D-CBZ. La hemdlisis se expresé como
un porcentaje respecto de la liberacion de hemoglobina inducida por el control positivo de SDS (100%
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Figura 3.8 — Analisi
CBZ (30 yM), dendrimeros (1,2 uM) o complejos D-CBZ (1,2 uM de D con 30 uM de CBZ), los glébulos
rojos humanos se tifieron con Giemsa y se observaron por microscopia optica. No se observaron

cambios morfoldgicos en las células asociados con toxicidad ex vivo luego de los tratamientos.
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3.2.5 Estudios de la toxicidad /n vitro en cultivo celular Neuro-2a

A pesar de las amplias aplicaciones farmacéuticas y biomédicas de los dendrimeros, se han
reportados efectos citotdxicos, hecho que podria restringir su uso como sistemas de delivery de
drogas. Por lo tanto, es imperativo evaluar la citotoxicidad de los dendrimeros y los complejos
obtenidos. La citotoxicidad de los dendrimeros depende del core y la generacion, pero
principalmente de la naturaleza de sus grupos superficiales. Ademas, se encontré que la
citotoxicidad depende de la concentracion, del tiempo de incubacion y del tipo de linea celular
utilizada. Es importante recordar que los DG4.0 son dendrimeros catiénicos a pH fisiolégico que
pueden causar efectos citotoxicos marcados respecto de los dendrimeros anidnicos DG4.5. Por
ejemplo, en las lineas celulares Vero y J774, el DG4.0 presento citotoxicidad a una concentracion
de 3 uM después de 24 h 2!, mientras que el DG4.5 no presento citotoxicidad hasta concentracion
de 33 uM 153, Estas observaciones se deben a la capacidad de los dendrimeros cationicos para
interactuar con la membrana plasmatica cargada negativamente, generando poros de

desestabilizacion que resultan finalmente en la lisis celular 82,

Si bien la mayoria de los compuestos quimicos causan dafio celular a través de la interaccidén con
biomoléculas especificas, las nanoparticulas pueden causar toxicidad a través de una combinacién
de diferentes mecanismos, tales como la induccion de ROS, de genotoxicidad, modificaciones
morfologicas y efectos inmunologicos al mismo tiempo 46. Por lo tanto, es importante estudiar el
efecto de los dendrimeros y los complejos en cultivo celular mediante varios métodos 7. En el
presente trabajo, estudiamos los efectos de la CBZ, los dendrimeros y los complejos D-CBZ en la
linea celular Neuro-2a después de 4 y 24 h de tratamiento sobre la viabilidad por la tincién con
cristal violeta (CV); sobre la actividad metabdlica celular mediante el ensayo MTT; y sobre el nivel

de afeccién de membranas por el ensayo de captura de rojo neutro (RN).

Después de 4 h de tratamiento (Figura 3.9), no se observé reduccion en la viabilidad de las células
Neuro-2a (tincion CV) en ninguna de las concentraciones y ni tratamientos evaluados, asi como
tampoco se observaron efectos concentracion-dependientes sobre la actividad metabdlica (ensayo
MTT). Sin embargo, el tratamiento con 1,2 uyM del DG4.0 causé una reducciéon del ~20% en la
captacion de RN, lo que podria estar relacionado con el efecto toxico de los dendrimeros cationicos
en las membranas celulares, particularmente en la membrana lisosomal que deberia retener este
colorante. El efecto toxico del DG4.0 se vio reflejado en la incubacion con los complejos DG4.0-
CBZ a concentraciones 1,2 uM de DG4.0 y 30 uM de CBZ. Es interesante evaluar que ocurre,
entonces, en periodos mas largos de incubacion; dado que un dafio extendido en la membrana

plasmatica limitaria la aplicacién biomédica de estos complejos.
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Figura 3.9 — Toxicidad /n vifro en cultivo de células Neuro-2a por métodos colorimétricos luego de 4 h
de tratamiento. La citotoxicidad luego de 4 h de tratamiento con CBZ, dendrimeros o complejos D-CBZ
se determind mediante el estudio de la viabilidad por tincién con cristal violeta (CV), de la actividad
metabdlica mediante el ensayo MTT y de la afeccion de membranas mediante la captacion de rojo
neutro (RN). Todos los datos se expresaron como un porcentaje con respecto al control de células no

tratadas, que se considerd como el 100% de viabilidad, actividad metabdlica o captacién de rojo neutro.

Después de 24 h de tratamiento (Figura 3.10), la tincién con CV revel6 que los tratamientos con
0,03 y 0,003 pM de CBZ redujeron la viabilidad celular en un 30% y 40% respectivamente. Esta
reduccion de la viabilidad a bajas concentraciones de farmaco podria estar relacionada con el

hecho de una mayor permeabilizacion e ingreso a las células, dado que a concentraciones mas
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elevadas la droga podria interactuar consigo misma, en lugar de localizarse en el ambiente
hidrofébico de la membrana plasmatica. EI complejo DG4.5-CBZ evité este efecto citotdxico
mediado por la CBZ, mientras que el DG4.0-CBZ no lo hizo. Con respecto a la actividad metabdlica
(ensayo MTT), ninguna de las formulaciones en las concentraciones evaluadas produjo cambios
significativos respecto del control.
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Figura 3.10 —Toxicidad /n vitro en cultivo de células Neuro-2a por métodos colorimétricos luego de 24
h de tratamiento. La citotoxicidad luego de 24 h de tratamiento con CBZ, dendrimeros o complejos D-
CBZ se determind mediante el estudio de la viabilidad por tincion con cristal violeta (CV), de la actividad
metabdlica mediante el ensayo MTT y de la afeccion de membranas mediante la captacion de rojo
neutro (RN). Todos los datos se expresaron como un porcentaje con respecto al control de células no

tratadas, que se consider6 como el 100% de viabilidad, actividad metabdlica o captacién de rojo neutro.
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Finalmente, con respecto a la afeccién de las membranas, se observé una reduccién de la captacion
de RN en los tratamientos con las mayores concentraciones de dendrimeros y complejos D-CBZ.
Estos efectos a nivel de membrana fueron descriptos para los dendrimeros anteriormente por
Mukherjee y col. (2010), quienes determinaron que el efecto citotdxico determinado por el método
de RN se increment6é a medida que se incrementd la generacion del dendrimero 222, Asimismo,
como se esperaba, el efecto toxico fue mas significativo y se reflejé a tiempos mas cortos para el
DG4.0 que para el DG4.5. Finalmente, estos resultados concuerdan por los reportados
recientemente por Zhang y col. (2016), quienes demostraron que los dendrimeros se acumulan en
el interior de los lisosomas de las células y son capaces de romper sus membranas liberandose

nuevamente al citoplasma 152

En conclusién, el uso de distintos métodos, concentraciones y tiempos de incubacién para estudiar
los efectos toxicos en las células Neuro-2a, permiti6 demostrar que los complejos DG4.5-CBZ

presentaron una toxicidad reducida con respecto al otro complejo (DG4.0-CBZ) y a la CBZ libre.

3.2.6 Estudios de la biocompatibilidad /n vivo en larvas de Zebrafish

El término "toxicidad" se refiere a los efectos no especificos y no deseados de un farmaco o
nanoparticula sobre un sistema ex vivo, in vifro o in vivo, mientras que el término "biocompatibilidad"
es mas amplio y se refiere a la capacidad de un farmaco o nanoparticula de estar en contacto con
un organismo vivo sin producir efectos adversos 223, Por lo tanto, es critico estudiar los efectos de
los complejos D-CBZ en un organismo vivo. En este trabajo, elegimos trabajar con larvas de
zebrafish, un modelo que ofrece informacion sobre biocompatibilidad en un animal entero y sobre

nanotoxicidad érgano-especifica.

En un pre-ensayo se estudio el efecto de diluciones seriadas 1/10 de CBZ desde 30 a 0,003 uM
(las mismas concentraciones que se evaluaron en cultivo celular). Como los tratamientos con 0,03
y 0,003 uM de CBZ no redujeron la viabilidad de las larvas luego de 48 h de tratamiento, todos los
ensayos de biocompatibilidad se realizaron tras la incubacién con 30, 3 0 0,3 uM de CBZ libre o en

complejos D-CBZ.

Luego de los tratamientos, se estudiaron los efectos sobre la viabilidad (Figura 3.11), sobre la
actividad de nado espontaneo (Figura 3.12), sobre el ritmo cardiaco (Figura 3.13), sobre el estado

del higado y sobre el desarrollo morfologico general (Figura 3.14 y 3.15) de las larvas.

Ni la CBZ libre ni los complejos DG4.5-CBZ produjeron mortalidad, malformaciones, cambios en la
frecuencia cardiaca, en el estado del higado o en el movimiento espontaneo, en las
concentraciones utilizadas durante las 48 h evaluadas. Estos resultados reflejan la

biocompatibilidad el tratamiento combinado DG4.5-CBZ propuesto en este trabajo.
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Por otro lado, cuando se administraron altas concentraciones del complejo DG4.0-CBZ (30 uM de
CBZ encapsulado en 1,2 uM de DG4.0), se redujo la viabilidad de las larvas significativamente
(Figura 3.11). Luego de 4 y 24 h de tratamiento se observdo un 68 y 57% de viabilidad,

respectivamente. A las 48 h de tratamiento, la viabilidad se mantuvo al 57%.
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Figura 3.11 — Biocompatibilidad /n vivo en larvas de zebrafish. Viabilidad. Viabilidad de larvas al 7 dpf
después de 48 h de tratamiento con CBZ o complejos D-CBZ. La viabilidad se expres6 como el

porcentaje de larvas vivas con respecto al total de larvas tratadas.

En cuanto a la actividad de nado espontaneo (Figura 3.12), se puede observar que ninguno de los
tratamientos presentd diferencias significativas respecto del control sin tratar. Sin embargo, la
administracion de la mayor concentracion de DG4.0-CBZ redujo la viabilidad de las larvas al 57%,
por lo que si el movimiento se mantuvo cercado al 100%, significa que las larvas que no murieron
presentaron una actividad de nado incrementada. Es decir que se produjo un balance entre la
disminucion del movimiento por la muerte de las larvas y el incremento del movimiento por efectos

neurotoxicos, dando lugar a un promedio de movimiento similar al del grupo control.

En cuanto al ritmo cardiaco (Figura 3.13), no se observaron cambios significativos respecto del
control para ninguno de los tratamientos, excepto para la concentracion mas elevada de DG4.0-
CBZ. Sin embargo, en este caso, no se refiere a un efecto cardiotoxico, sino al efecto puramente
letal de la administracion de estos complejos, dado que las larvas vivas presentaron un ritmo

cardiaco similar al del control.
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Figura 3.12 - Biocompatibilidad /n vivo en larvas de zebrafish. Neurotoxicidad. Movimiento espontaneo
de larvas de zebrafish después de 1, 4, 24 y 48 h de tratamiento con CBZ o complejos D-CBZ. El
movimiento espontaneo se expresd como un porcentaje con respecto al movimiento en el control de

larvas no tratadas. No se encontraron diferencias significativas con respecto al control de larvas no

tratadas.
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Figura 3.13 — Biocompatibilidad /n vivo en larvas de zebrafish: Cardiotoxicidad. Ritmo cardiaco de
larvas al 7 dpf después de 48 h de tratamiento con CBZ o complejos D-CBZ. El ritmo cardiaco se
expres6 como el porcentaje de latidos en las larvas tratadas con respecto a los latidos en el control de

larvas no tratadas.
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Sumado a lo mencionado, la elevada dosis de DG4.0-CBZ produjo cambios morfoldgicos
significativos (Figuras 3.14 y 3.15), como vejiga natatoria desinflada, necrosis del saco vitelino y
vitelo no consumido, pero no se encontraron efectos hepatotdxicos (cambios en el color o

morfologia del higado).
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Figura 3.14 - Biocompatibilidad /7 vivo en larvas de zebrafish. Puntuacién de cambios morfolégicos.
Los cambios morfolégicos se puntuaron segun el grado de anomalias de las larvas de zebrafish a los

7 dpf, después de 48 h de tratamiento con CBZ o complejos D-CBZ.

En las dosis no letales de DG4.0-CBZ (3 y 0,3 uM de CBZ encapsulada en 0,12 y 0,012 yM de
DG4.0, respectivamente), los complejos no causaron ningun efecto téxico. Estos resultados son
consistentes con los obtenidos anteriormente por nuestro grupo de trabajo, donde reportamos que

el DG4.0 fue letal para las larvas de zebrafish en concentraciones superiores a 0,5 yM %8,

Teniendo en cuenta estos resultados, y los obtenidos previamente en los estudios ex vivo e in vitro,
podemos concluir que los complejos DG4.5-CBZ presentaron una citotoxicidad reducida y
resultaron biocompatibles en las concentraciones evaluadas, siendo potenciales candidatos para
tratamientos terapéuticos combinados para la EdA, presentando ventajas en comparacién a los

tratamientos con CBZ libre o con los complejos DG4.0-CBZ.
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Figura 3.15 — Biocompatibilidad /n vivo en larvas de zebrafish. Cambios morfologicos. Fotografias
representativas de las larvas de zebrafishalos 7 dpf, luego de 48 h de tratamiento con CBZ o complejos

D-CBZ. Los cambios morfolégicos significativos se indicaron con flechas rojas.
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3.3 Resumen de resultados y conclusiones parciales

Se ha desarrollado un sistema estable de delivery del farmaco antiepiléptico carbamazepina
(CBZ), basado en la complejacion con dendrimeros PAMAM de generacién 4.0y 4.5 (DG4.0 y
DGA4.5).

A través de dicha complejacion, se incrementé la solubilidad de la CBZ en medios acuosos,
obteniendo complejos con un promedio de 21 £ 7y 24 + 11 moles de CBZ por mol de DG4.0 y
DG4.5, respectivamente.

Ambos complejos, DG4.0-CBZ y DG4.5-CBZ, retuvieron la CBZ soluble durante 90 dias a 37
°C y durante 7 dias a 25 °C.

Los complejos fueron parcialmente resistentes a la liofilizacion, pero luego de la reconstitucion
presentaron una estabilidad incrementada, siendo capaces de retener la CBZ soluble por 60
dias a 25 °C.

Las interacciones estabilizadoras de los complejos D-CBZ ocurrieron mayoritariamente en los
bolsillos internos de los dendrimeros.

Ambos complejos, en condiciones fisioldgicas, liberaron la CBZ de forma controlada en el
tiempo, y la liberaron completamente en condiciones de pH extremo (acido o basico).

Los complejos obtenidos no fueron hemoliticos ni causaron cambios morfologicos en los
ensayos ex vivo en globulos rojos humanos, por lo que se podrian administrar por via
intravenosa, asi también como por vias no convencionales (transdérmica o intranasal).

La citotoxicidad /n vifro del farmaco en cultivo celular se redujo cuando la CBZ se incorporé en
los DG4.5. Ademas, los complejos DG4.5-CBZ presentaron toxicidad reducida con respecto al
otro complejo (DG4.0-CBZ).

Respecto de los estudios /n vivo en larvas de zebrafish, ni la CBZ libre ni los complejos DG4.5-
CBZ produjeron mortalidad, malformaciones, cambios en la frecuencia cardiaca, en el estado
del higado o en el movimiento espontaneo, en las concentraciones utilizadas durante las 48 h
evaluadas. Los complejos DG4.0-CBZ no resultaron biocompatibles en la concentracion mas
elevada debido a los efectos del dendrimero catiénico per se.

Este trabajo destaca la ventaja de usar dendrimeros PAMAM con carga negativa al disefiar

sistemas de delivery de drogas estables y no téxicos.

Se desprenden de estas conclusiones las siguientes perspectivas:

v" Explorar la capacidad de los complejos DG4.5-CBZ para reducir la agregacion anormal de

proteinas B-amiloides en cultivo celular y en modelos mamiferos, comparandola con el efecto

de la droga y los dendrimeros libres.
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Anexo del capitulo 3

Tabla A3.1 — Analisis estadistico de la estabilidad de la CBZ en los complejos D-CBZ durante el
almacenamiento a distintas temperaturas. Las diferencias significativas con respecto al control de CBZ
libre se analizaron mediante TWO-WAY ANOVA seguido del post-test de comparaciones multiples de
Dunnett (*p<0,05; **p<0,01; ***p 0,001; ****p<0,0001; ns: no significativo).
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(&)
CBZ vs. DG4.0-CBZ 0,0008 0,0001 0,0005
CBZ vs. DG4.0-CBZ *x 0,0049 <0,0001 0,0002
7 | CBZvs. DG4.0-CBZ ns 0,9562 ok 0,0009 ok <0,0001
14 | CBZ vs. DG4.0-CBZ ns 0,9422 ns 0,0538 0,0003
21 | CBZvs. DG4.0-CBZ ns 0,8385 * 0,0173 ok 0,0003
28 | CBZ vs. DG4.0-CBZ ns 0,768 ns 0,3052 0,0003
35 | CBZ vs. DG4.0-CBZ ns 0,8385 ns 0,3007 ok <0,0001
90 | CBZvs. DG4.0-CBZ ns 0,5383 ns 0,9977 ok <0,0001
0 | CBZvs.DG4.5-CBZ <0,0001 <0,0001 ok 0,0032
CBZ vs. DG4.5-CBZ ns 0,2498 ok <0,0001 ok 0,0005
7 | CBZvs. DG4.5-CBZ ns 0,1945 ik <0,0001 sk <0,0001
14 | CBZvs. DG4.5-CBZ * 0,0315 ok 0,0025 ok <0,0001
21 | CBZvs. DG4.5-CBZ *x 0,005 ns 0,114 sk <0,0001
28 | CBZvs. DG4.5-CBZ xx 0,004 ns 0,3926 ok 0,0003
35 | CBZvs. DG4.5-CBZ ns 0,1783 ns 0,8372 ok <0,0001
90 | CBZvs. DG4.5-CBZ ok 0,0003 ns 0,9677 sk <0,0001
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Tabla A3.2 — Anadlisis estadistico de la estabilidad de la CBZ en los complejos D-CBZ liofilizados y

reconstituidos durante el almacenamiento a 25 °C. Las diferencias significativas con respecto a la CBZ

libre se analizaron mediante TWO-WAY ANOVA seguido del post-test de comparaciones multiples de

Dunnett (*p<0,05; **p<0,01; ***p 0,001; ****p<0,0001; ns: no significativo).
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CBZ vs. DG4.0-CBZ b 0,0041
CBZ vs. DG4.0-CBZ * 0,0127
14 | CBZvs. DG4.0-CBZ b 0,0068
21 | CBZvs. DG4.0-CBZ * 0,0170
28 | CBZvs. DG4.0-CBZ * 0,0295
60 | CBZvs. DG4.0-CBZ *x 0,0026
90 | CBZvs. DG4.0-CBZ ns 0,1307
CBZ vs. DG4.5-CBZ ok 0,0010
CBZ vs. DG4.5-CBZ * 0,0314
14 | CBZvs. DG4.5-CBZ b 0,0090
21 | CBZvs.DG4.5-CBZ * 0,0159
28 | CBZvs. DG4.5-CBZ * 0,0130
60 | CBZvs. DG4.5-CBZ *x 0,0030
90 | CBZvs.DG4.5-CBZ ns 0,2913
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Tabla A3.3 — Analisis estadistico de la liberacion /n vifro de la CBZ a partir de los complejos D-CBZ a
pH fisiolégico (pH 7,4). Las diferencias significativas con respecto al control de CBZ libre se analizaron
mediante TWO-WAY ANOVA seguido del post-test de comparaciones multiples de Dunnett (*p<0,05;
**p<0,01; ***p 0,001; ****p<0,0001; ns: no significativo).

Test de multiples
Horas | comparaciones Significancia Va_llor de p
de Dunnett ajustado
0 | CBZvs.DG4.0-CBZ ns > 0,9999
1 CBZ vs. DG4.0-CBZ ns 0,1341
2 CBZ vs. DG4.0-CBZ *ox 0,0068
3 CBZ vs. DG4.0-CBZ ok 0,0003
4 CBZ vs. DG4.0-CBZ ok 0,0007
5 CBZ vs. DG4.0-CBZ ok 0,0008
6 CBZ vs. DG4.0-CBZ o 0,0034
7 CBZ vs. DG4.0-CBZ ok <0,0001
9 CBZ vs. DG4.0-CBZ — <0,0001
24 | CBZvs.DG4.0-CBZ ek <0,0001
28 | CBZvs.DG4.0-CBZ — <0,0001
0 CBZ vs. DG4.5-CBZ ns > 0,9999
1 CBZ vs. DG4.5-CBZ ns 0,4901
2 CBZ vs. DG4.5-CBZ * 0,0122
3 CBZ vs. DG4.5-CBZ *k 0,0058
4 CBZ vs. DG4.5-CBZ *k 0,0013
5 CBZ vs. DG4.5-CBZ * 0,0124
6 CBZvs. DG4.5-CBZ ok 0,0042
7 CBZ vs. DG4.5-CBZ kkk <0,0001
9 CBZvs. DG4.5-CBZ ok < 0,0001
24 | CBZvs.DG4.5-CBZ - <0,0001
28 CBZ vs. DG4.5-CBZ rkkk < 0,0001
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Capitulo 4 -

Complejacion de Tacrina

4.1 Introduccion

La etiologia de la enfermedad de Alzheimer (EdA) es multifactorial y poco comprendida. Una de las
primeras hipétesis que surgieron para explicarla fue la deficiencia de acetilcolina (ACh). En ella se
basaron los tratamientos actuales con inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa (AChE), como
donezepil, galantamina, rivastigmina y tacrina (TAC). Si bien estos tratamientos mejoraron las
habilidades cognitivas de los pacientes, al incrementar la concentracién del neurotransmisor en el
cerebro, no fueron capaces de detener el avance la enfermedad. Sumado a ello, la administracién
oral de las drogas es conveniente para muchos pacientes, pero genera efectos secundarios como
resultado de la accion en tejidos periféricos. Asimismo, la efectividad de estas drogas varia
personas a persona y es de duracién limitada. Estas son algunas de las razones por las que son
necesarios nuevos tratamientos, capaces de actuar simultaneamente en varias vias etiolégicas de
la enfermedad y de ser administradas por vias no tradicionales (transdérmica o intranasal). En
consecuencia, en esta segunda propuesta tenemos el objetivo de generar una terapia combinada

entre la TAC y los dendrimeros PAMAM para el tratamiento de la EdA.

La TAC fue el primer inhibidor de AChE autorizado para el tratamiento de la EdA por la FDA en
1993 224, Este bioactivo es un inhibidor reversible capaz de penetrar las membranas celulares en el
tejido cerebral y formar un complejo estable con AChE 225, Ademas, se ha demostrado que la TAC
bloquea canales de potasio, incrementando la duracién de los potenciales de accién y aumentando
la liberacién de ACh 226, De hecho, la TAC es el inhibidor de AChE mas potente y clinicamente
eficaz 15 y tiene una buena permeabilidad intestinal debido a su configuracion y lipofilicidad media
221,228 Gin embargo, se ha demostrado que tras la administracion oral su vida media en sangre es
corta (1,4-3,6 h) y su biodisponibilidad es de aproximadamente 17 £ 13%, debido a un primer paso
metabdlico en el higado en donde se modifica la droga 226.229-231 Asimismo, se ha reportado que
los tratamientos con TAC produjeron hepatotoxicidad y otros efectos secundarios periféricos 228232,
Debido a ello, su uso clinico ha sido limitado. Sin embargo, Patocka y col. (2008) propusieron que
la hepatotoxicidad de la TAC esta mediada por un metabolito secundario que se produce luego del
primer paso metabdlico en el higado 233, Por lo que es esencial explorar nuevas rutas de

administracién en donde se disminuya la metabolizacion hepatica.
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La TAC se ha utilizado ampliamente para disefiar drogas multi-targef con el objetivo de combinar
su potente efecto inhibidor de la AChE con otras propiedades farmacolégicas. Como consecuencia,
se han sintetizado varios derivados de TAC, y se ha estudiado su hepatotoxicidad y propiedades
colinérgicas 15234.235, Por otro lado, no se han reportado estudios integrales sobre la incorporacién
de TAC en sistemas de delivery con el objetivo de mejorar su biodisponibilidad y reducir sus efectos
secundarios. Asimismo, el uso de otras vias de administracion tampoco fueron estudiadas en
profundidad. Dos de las posibles vias alternativas para la administracion de TAC son la
transdérmica e intranasal. La administracion transdérmica de TAC podria minimizar el primer paso
metabdlico, proporcionar niveles sanguineos constantes durante un periodo prolongado y reducir
los efectos secundarios asociados con la administracion oral, como la hepatotoxicidad 231.236.237, Por
otro lado, la administracién intranasal de TAC podria sortear la BHE, proporcionar niveles
terapéuticos de droga en el cerebro y evitar el efecto del primer paso hepatico. Ademas, la via
intranasal ofrece una ruta simple, practica, no invasiva, conveniente, rentable y alternativa para la

administracion rapida de farmacos al cerebro 232.238,239,

Como se menciono en el capitulo anterior, los dendrimeros PAMAM de generacion 4.0 y 4.5 pueden
actuar como nanotransportadores y como nanodrogas. Ademas, pueden ser administrados por las
vias intraperitoneal, ocular, transdérmica, oral, intravaginal e intranasal, presentando beneficios en
el perfil farmacocinético de las drogas que transportan. Por todo lo mencionado, en este capitulo
estudiaremos la interaccion entre la TAC y los dendrimeros PAMAM, vy el perfil toxicolégico de la

administracidon combinada en modelos ex vivo, in vitro e in vivo.
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4.2 Resultados y Discusién

4.2.1 Obtencién de los complejos D-TAC

La interaccion entre los farmacos y los dendrimeros podria ocurrir por encapsulacién en los bolsillos
internos de estos ultimos (donde predominan las interacciones hidrofobicas o puente de hidrégeno)
0 por anclaje a los grupos terminales funcionales (mediado por interacciones electrostaticas). Los
dendrimeros PAMAM generacion 4.0 (DG4.0) y generacion 4.5 (DG4.5) tienen bolsillos internos
quimicamente idénticos, formados por ramificaciones de cadenas nitrocarbonadas con enlaces
amido-amina no ionizadas en condiciones fisiolégicas. Ademas, a pH fisiologico, los DG4.0 tienen
grupos amino terminales cargados positivamente (-NH3*) mientras que los DG4.5 tienen grupos
carboxilicos cargados negativamente (-COO-), que hacen posible el anclaje de los farmacos a
través de interacciones electrostaticas. En este sentido, la TAC es una base con pKa de 9,85 225.240
y una solubilidad en agua de 22,25 + 0,87 mg/mL (~95 mM) 241, Por lo tanto, la TAC estaria
protonada a pH fisiolégico y podria interactuar electrostaticamente con los grupos carboxilicos
terminales del DG4.5. Asimismo, debido a la elevada solubilidad en agua de la TAC, es poco
probable que ocurran interacciones a nivel de los bolsillos internos. Es por ello que cabe destacar
que el objetivo de este capitulo no es incrementar la solubilidad o estabilidad del compuesto

bioactivo, sino disminuir su toxicidad y proponer nuevas vias de administracion.

La combinacion de la TAC con los DG4.0 o0 DG4.5 se estudio en la relacion molar 1:200 D:TAC
(0,024 mM de dendrimero con 4,8 mM de TAC). Al utilizar esta elevada relacion, cada molécula de
dendrimero tendria disponible 200 moléculas de TAC, por lo que la interaccion dendrimero-droga
podria ser detectada. Para estudiar la reproducibilidad se realizaron 70 repeticiones del protocolo

de complejacion (Figura 4.1).

El control de TAC en ausencia de dendrimeros resultd en la solubilizaciéon de 3878 + 513 uM del
farmaco, de los 4800 uyM iniciales, mientras que la presencia del DG4.0 dio lugar a una
solubilizacion promedio de 4050 £ 438 uM y la presencia del DG4.5 a un promedio de 4435 + 444
MM de TAC (Figura 4.1 A). El analisis estadistico demostré que la TAC soluble fue significativamente
mayor cuando el proceso de complejacion ocurrié en presencia del DG4.5, por lo que la hipétesis
de que la interaccion entre el farmaco y este dendrimero se produciria por interacciones
electrostaticas se refuerza. Sin embargo, la elevada variabilidad en los resultados no permite
efectuar reflexiones concluyentes. Del mismo modo, los complejos DG4.0-TAC resultaron en una
solubilizacién similar a la del control de TAC libre, por lo que el dendrimero no afecto la solubilidad
del farmaco y permitié una correcta combinacion de los tratamientos. Cabe destacar que, a pesar

de que los valores corresponden a los promedios de todas las repeticiones realizadas del proceso
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de complejacién, dentro de cada réplica hubo una tendencia hacia una mayor solubilidad de la

droga en presencia de ambos dendrimeros respecto de la TAC libre.

La cantidad total de TAC en las formulaciones después del proceso de complejacion corresponde
tanto a la TAC soluble no incorporada a dendrimeros como a la TAC complejada (en complejos D-
TAC). Por ello, la cantidad de TAC presente en el control de droga libre de cada réplica del protocolo
de complejaciéon se restd de la cantidad total de TAC en los complejos D-TAC para calcular la
cantidad de TAC complejada por dendrimero (Figura 4.1 B). Se calcularon un promedio de 15 + 12
y 28 £ 20 moles de TAC por mol de DG4.0 y DG4.5, respectivamente. Sin embargo, en ambos
casos se observo una gran dispersion en los resultados por lo que, luego de cada proceso de
complejacion, se cuantificd la cantidad de TAC soluble en todas las muestras obtenidas antes de

ser utilizadas en cada uno de los ensayos realizados.
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Figura 4.1 — Obtencion de complejos D-TAC utilizando la relacién molar 1:200 D:TAC. El protocolo de
complejacion se repitié (n=70) utilizando la relacion 1:200 D:TAC para estudiar su reproducibilidad. (A)
Concentracion de TAC soluble luego del proceso de complejacion. (B) Moles de TAC por mol de DG4.0

o0 DG4.5 obtenidos luego del proceso de complejacion.

4.2.2 Estudios de estabilidad de la TAC en los complejos D-TAC

La TAC es un compuesto bioactivo soluble en agua y con una elevada estabilidad quimica, por lo
que los estudios de estabilidad de la TAC en los complejos D-TAC se realizaron con el objetivo de
asegurar que, en las muestras obtenidas del protocolo de complejacién, los dendrimeros no

afectaran la estabilidad de la TAC durante el almacenamiento a distintas temperaturas (4, 25y 37
°C) (Figura 4.2).

En ninguno de los casos se observaron cambios a nivel macroscopico ni en los maximos en el
espectro de absorbancia, asi como tampoco en la cantidad de TAC soluble. Es por ello que
podemos concluir que los dendrimeros no modificaron el perfil de estabilidad de la droga en medios

acuosos durante los 60 dias de estudio.
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Figura 4.2 — Estabilidad de la TAC en los complejos D-TAC durante el almacenamiento a distintas
temperaturas. La estabilidad de la TAC libre o en los complejos D-TAC se estudié durante el
almacenamiento a 4, 25 o0 37 °C. En los graficos se presentan los porcentajes de TAC (con respecto a
la concentracion inicial en el control de TAC libre) en los distintos tiempos después de la complejacion.

No se encontraron diferencias significativas con respecto al control de TAC libre.

4.2.3 Estudios de la interaccién D-TAC por FT-IR y liberacién /n vitro

Los DG4.5 presentaron una tendencia a incrementar la solubilidad de la TAC, mientras que los
DG4.0 no lo hicieron, por lo que se reforzoé la hipétesis de que la interaccion DG4.5-TAC podria
estar ocurriendo electrostaticamente. Para confirmar esta hipétesis, se estudiaron las interacciones

D-TAC mediante espectroscopia FT-IR y estudios de liberacion in vitro.

En primer lugar, se determinaron los espectros FT-IR de muestras liofilizadas de TAC, DG4.0,
DG4.0-TAC, DG4.5, DG4.5-TAC y PBS. El espectro FT-IR del PBS liofilizado (Figura 4.3 A) se
incluyé como un control interno de nuestro ensayo porque las muestras de TAC y D-TAC se
prepararon en este buffer en el protocolo de complejacion, por lo que las sales del mismo
permanecen en las formulaciones solidas obtenidas por liofilizacién. En este control, se encontré
que las bandas de absorcién a 528, 548, 668, 861, 949, 1074, 1163, 2341 y 2359 cm-! corresponden

a las vibraciones de los grupos fosfato de las sales del buffer. Como la mayoria de estas bandas
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de absorcién se localizan en la region de la “huella dactilar”, el analisis de los otros espectros se

realizé en la region de 4000 a 1300 cm-".

El espectro FT-IR de la TAC liofilizada (Figura 4.3 A) mostr6é todas las bandas de absorcion
especificas del farmaco, incluidas las bandas de vibracién del grupo -NH, a 3329 y 1272 cm-', las
bandas de vibracion de estiramiento del -CH a 2918 y 2821 cm-, y la vibracion caracteristica de

los anillos aromaticos entre 1600 y 1400 cm-1 232242,

El espectro FT-IR del DG4.0 (Figura 4.3 B) mostro las vibraciones de estiramiento de los enlaces
C-H y N-H del interior del dendrimero a 2917 y 2849 cm-*; la vibracion de deformacion de los grupos
-NH terminales a 1651 cm*; y los enlaces de estiramiento de los enlaces C-C y C-N del interior del
dendrimero a 1557 cm-! 50.153.213214 En ¢| espectro FT-IR del complejo DG4.0-TAC, se observo la
desaparicion de las bandas en 2917 y 2849 cm- correspondientes a los grupos internos del
dendrimero, lo que podria reflejar un proceso de encapsulacion. Sin embargo, las bandas de
absorcion correspondientes a la TAC no se vieron afectadas, y de existir encapsulacion se
esperarian ver corrimientos en los grupos interaccionantes de ambos compuestos. En este aspecto,
es esencial tener en cuenta que estas muestras se liofilizaron y, durante este proceso de extraccion
del disolvente, se podrian maximizar las interacciones, tanto entre las propias moléculas de

dendrimero, como entre la droga y el dendrimero.

Por otro lado, el espectro FT-IR del DG4.5 (Figura 4.3 C) mostro la vibracion de flexion en los
enlaces N-H de las amidas del interior del dendrimero a 3240 cm-' y a 1642 cm'; las vibraciones
de estiramiento de los enlaces C-H y N-H también del interior del dendrimero a 2915 y 2849 cm-;
la vibraciéon de estiramiento del -C=0 de los grupos —-COOH terminales a 1730 cm-"; y la vibracion
simétrica del -COOH del grupo terminal a 1393 cm- 153218 En el espectro FT-IR del complejo
DG4.5-TAC, se observaron la desaparicion de las bandas a 2915, 2849 y 1730 cm' y el
desplazamiento de la banda a 1393 cm'. Como las dos primeras bandas de absorcion
corresponden a grupos internos de los dendrimeros y las dos ultimas bandas corresponden a las
senales de los grupos carboxilicos terminales, las moléculas de TAC podrian estar interactuando
tanto con los bolsillos internos del DG4.5 como con sus grupos terminales. Sumado a esto, el
maximo a 1272 cm-' correspondiente a la vibracion -NHz de la TAC no se detecto6 en el espectro de
los complejos, lo que confirma la interaccion electrostatica entre el farmaco y los carboxilicos
terminales del DG4.5.
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Figura 4.3 — Estudio de la interaccién entre la TAC y los dendrimeros por analisis FT-IR. (A) Espectros
FT-IR de la TAC liofilizada y del PBS liofilizado. En este ensayo se incluyé un control de PBS porque
los complejos y dendrimeros se liofilizaron a partir de las suspensiones en dicho buffer, y las sales de
fosfato tienen una fuerte senal en FTIR. (B) Espectros FT-IR de liofilizados del DG4.0 y los complejos
DGA4.0-TAC. (C) Espectros FT-IR de liofilizados del DG4.5 y los complejos DG4.5-TAC.
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Considerando los resultados obtenidos, esta técnica confirmaria que la TAC interacciona con los
DG4.5 electrostaticamente, y no lo hace con los DG4.0. Al igual que con los complejos D-CBZ
discutidos en el capitulo 3, lo ideal seria caracterizar a los complejos D-TAC en suspension acuosa
tal cual se obtienen del protocolo de complejacidon. De este modo, se podrian confirmar o descartar

las interacciones de la droga dentro de los bolsillos internos de los dendrimeros.

En segundo lugar, la estabilidad de los complejos obtenidos con esta droga se caracterizaron
utilizando ensayos de liberacién /n vitro. Particularmente, se estudio la liberacién acumulada de la
TAC a partir de los complejos DG4.0-TAC y DG4.5-TAC frente a diluciones 1/50 y 1/100 en PBS
10 mM pH 7,4 (Figura 4.4).
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Figura 4.4 -Liberacién /n vifro de TAC a partir de complejos D-TAC en distintos factores de dilucién.
La liberacion in vitro de la TAC a partir de los complejos D-TAC se estudio frente a (A) una dilucion
1/100 y (B) una dilucion 1/50 en PBS (10 mM pH 7,4). No se encontraron diferencias significativas en
las muestras D-TAC con respecto al control de TAC libre en ninguno de los tiempos estudiados.
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La utilizacion de distintos factores de dilucion permite evaluar qué tan fuertes son las interacciones
dendrimero-droga. Por ejemplo, si un complejo presentara un perfil de liberacion controlada al
utilizar un factor de dilucién bajo (1/10 o 1/50), pero no liberara controladamente la droga frente a
un factor de dilucién alto (1/100 o 1/200), las interacciones que se establecen en dicho complejos
no serian lo suficientemente fuertes; mientras que si un complejo presentara un perfil de liberacion
controlada en un amplio rango de factores de dilucion, las interacciones establecidas serian fuertes.
En los complejos D-TAC, utilizando ambos factores de dilucién (1/50 y 1/100), se observd una
liberacion completa de la droga a partir de los complejos, con perfiles de liberacion similares a los
obtenidos para el control de TAC libre. Este hecho demuestra que las interacciones que existen en

los complejos DG4.5-TAC son débiles.

Estos resultados fueron predecibles debido a que la TAC es una droga ionizada, en condiciones
fisioldgicas, y altamente soluble en agua, por lo que tendera a liberarse de cualquier sistema donde
no se encuentre anclada por interacciones fuertes (o enlaces covalentes). En ese aspecto, nuestros
resultados concuerdan con los obtenidos previamente por Wilson y col. (2010), quienes reportaron
que la liberacion de la TAC a partir de nanoparticulas de quitosano presenté el mismo perfil que el
control de droga libre, sin demostrar procesos de liberacidn controlada en el tiempo 226, Por otro
lado, nuestros resultados mostraron perfiles de liberacion similares para la TAC libre y la
complejada, mientras que los resultados presentados por Vihola y col. (2002) mostraron una

liberacion mas rapida de la TAC a partir de particulas de PVCL con respecto al control de TAC libre

243,

En resumen, hemos demostrado que es posible combinar en solucién acuosa a la TAC y los
dendrimeros, sin reducir la solubilidad de la droga y que dicha solubilidad puede incrementarse
levemente mediante interacciones electrostaticas con los DG4.5. Ademas, los complejos obtenidos
fueron estables en solucién manteniendo las caracteristicas macro y microscopicas durante 60
dias. Finalmente, la presencia de dendrimeros no modifico el perfil de liberacién de la TAC,

sugiriendo que el farmaco se mantiene “biodisponible” en estas formulaciones.

Finalizados los estudios de caracterizacion, se procedid con los estudios toxicologicos ex vivo, in
vitro e in vivo. Los ensayos en humanos, previos al retiro de la TAC del mercado, demostraron que
la concentracién terapéutica variaba de 6 a 50 ng/mL 244, que corresponde a un rango de 25 a 213
MM. Es de interés resaltar que, incluso en las concentraciones terapéuticas mas bajas dentro de
dicho rango, la TAC presento efectos adversos a nivel hepatico. Por otro lado, los dendrimeros per
se demostraron tener un efecto inhibidor de la AChE, por lo que actuarian sinérgicamente con la
TAC, permitiendo reducir la dosis de farmaco administrada. Ante estos datos, las caracterizaciones

toxicologicas se realizaron en un amplio rango de concentraciones de TAC (0,03 a 300 uM de TAC
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en los estudios de toxicidad /n vifroy 0,3 a 30 uM de TAC en los estudios de toxicidad ex vivo e in

Vivo).

4.2.4 Estudios de la toxicidad ex vivo en gldbulos rojos humanos

Los efectos hemoliticos y sobre la morfologia de los glébulos rojos humanos para los tratamientos
con dendrimeros se describieron y se abordaron en el capitulo 3. Sin embargo, es de interés evaluar
la toxicidad ex vivo de la TAC libre y de los complejos D-TAC obtenidos, dado que no existen

reportes en la literatura en donde se los haya estudiado.

Por lo tanto, en este trabajo evaluamos los posibles efectos hemoliticos y morfolégicos sobre
glébulos rojos humanos después de 4 0 24 h de tratamiento con TAC, dendrimeros o D-TAC (Figura
4.5y 4.6). No se observaron efectos hemoliticos ni cambios morfologicos significativos respecto de
los eritrocitos incubados con el control negativo (buffer isotdnico) en ninguno de los tratamientos.
Estos resultados confirman que, de ser necesario, los complejos obtenidos podrian ser

administrados por via intravenosa, ademas de por la via transdérmica o nasal.
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Figura 4.5 — Toxicidad ex vivo estudiada por hemdlisis en glébulos rojos humanos. Hemolisis después
de 4 0 24 h de tratamiento con TAC, dendrimeros o complejos D-TAC. La hemdlisis se expresé como
un porcentaje respecto de la liberacion de hemoglobina inducida por el control positivo de SDS (100%

hemodlisis). Los tratamientos no reportaron diferencias significativas respecto del control negativo.
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observaron cambios morfolégicos en las células.

4.2.5 Estudios de la toxicidad /n vitro en cultivo celular Neuro-2a

Como se explicé anteriormente, es de relevancia estudiar los efectos de los complejos obtenidos
en cultivo celular, utilizando diversos métodos colorimétricos con el fin de identificar los posibles
mecanismos toxicolégicos. En el presente capitulo, estudiamos los efectos de la TAC libre, los
dendrimeros y los complejos D-TAC en la linea celular Neuro-2a después de 4 o 24 h de
tratamiento. Los parametros determinados fueron la viabilidad por tincion con cristal violeta (CV); la
actividad metabdlica mediante el ensayo de MTT; y el nivel de afeccion de las membranas por el

ensayo de captura de rojo neutro (RN).

Después de 4 h de incubacion (Figura 4.7), el tratamiento con 300 yM de TAC libre causé una
reduccion significativa de la viabilidad celular (al ~75%) y en la captura de RN (al ~60%). La
administracion conjunta de TAC con los dendrimeros, en los complejos D-TAC, logré reducir los
efectos a nivel de la viabilidad celular, restaurandola a valores cercanos al 100%. Sin embargo, no
se lograron revertir los efectos a nivel de membrana. En este sentido, la administracion de 1,8 uM
de DG4.0 o DG4.5 (sin farmaco) por un corto periodo de tiempo no redujo significativamente la
captacion del RN, por lo que los efectos de los complejos D-TAC se deberian exclusivamente a la
accion de la droga. En resumen, a las 4 h de tratamiento, la administracién conjunta de TAC con
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dendrimeros redujo la citotoxicidad del farmaco en la viabilidad celular, pero no logré reducir los
efectos a nivel de membrana. Es esperable entonces que ocurran efectos toxicos drasticos a largo

plazo, por lo que también estudiamos la citotoxicidad después de 24 h de tratamiento.
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Figura 4.7 — Toxicidad /n vifro en cultivo de células Neuro-2a por métodos colorimétricos luego de 4 h
de tratamiento. La citotoxicidad luego de 4 h de tratamiento con TAC, dendrimeros o complejos D-TAC
se determind mediante el estudio de la viabilidad por tincion con cristal violeta (CV), de la actividad
metabdlica mediante el ensayo de MTT y de la afeccion de membranas mediante la captura de rojo
neutro (RN). Todos los datos se expresaron como un porcentaje con respecto al control de células no

tratadas, que se consideré como 100% de viabilidad, de actividad metabdlica y de captura de RN.
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Figura 4.8 —Toxicidad /in vifro en cultivo de células Neuro-2a por métodos colorimétricos luego de 24 h
de tratamiento. La citotoxicidad luego de 24 h de tratamiento con TAC, dendrimeros o complejos D-
TAC se determin6 mediante el estudio de la viabilidad por tincion con cristal violeta (CV), de la actividad
metabdlica mediante el ensayo de MTT y de la afeccion de membranas mediante la captura de rojo
neutro (RN). Todos los datos se expresaron como un porcentaje con respecto al control de células no

tratadas, que se consideré como 100% de viabilidad, de actividad metabdlica y de captura de RN.

Después de 24 h de tratamiento (Figura 4.8), la administracion de 300 uM de TAC libre causo6 una

reduccion significativa en la viabilidad celular (al ~25%), en la actividad metabdlica (al ~40%) y en
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la captura de RN (al ~25%). La administracion conjunta de TAC con DG4.0 o DG4.5, en los
complejos D-TAC, no logré revertir estos efectos; la administracion de DG4.0-TAC incluso aumenté
la citotoxicidad, mostrando efectos a concentraciones menores de farmaco. Esto podria estar
relacionado con una mayor captacién del farmaco por parte de las células Neuro-2A, hecho que
estaria mediado por los dendrimeros, pero no lo podemos afirmar sin la realizacion de estudios
adicionales. Los resultados obtenidos son consistentes con los reportados en el capitulo 3, donde
se observo que 1,2 uM de DG4.0 generé efectos citotoxicos medidos por el método de RN tras 24
h de tratamiento; en este caso, se trabajé con 1,8 uM de dicho dendrimero y se observaron efectos

magnificados respecto del tratamiento con menor concentracion.

Mas alla de los efectos observados tras el tratamiento con 300 uM de TAC, la administracion de
concentraciones iguales 0 menores a 30 uM de droga libre o0 en el complejo DG4.5-TAC no exhibid
efectos téxicos por ninguno de los métodos en los tiempos de incubacion estudiados. En
consecuencia, el ajuste de la dosis sera importante para la implementacién de la administracion de
los complejos DG4.5-TAC. Por el contrario, la administraciéon de 30 uM de TAC en los complejos
DG4.0-TAC, redujo la viabilidad celular y provocd dafios en las membranas medidos como una

disminucion en la captacién de RN, luego de 24 h de tratamiento.

En conclusién, el uso de diferentes métodos para estudiar los efectos toxicos en las células Neuro-
2a, permitié demostrar que los complejos DG4.5-TAC presentaron una toxicidad /n vitro reducida
con respecto a la otra formulacion (DG4.0-TAC) y a la TAC libre. Es importante tener en cuenta
que, segun estos resultados, en los tres casos se podrian realizar ajustes de la dosis para asegurar

la compatibilidad de los tratamientos y asi evitar los efectos secundarios.

4.2.6 Estudios de la biocompatibilidad /n vivo en larvas de Zebrafish

En funcién de los resultados obtenidos en cultivo celular, y por lo anteriormente mencionado sobre
los posibles efectos téxicos de la TAC y de los dendrimeros, es fundamental estudiar la
biocompatibilidad de los complejos D-TAC en un organismo vivo, como las larvas de zebrafish. Por
lo que sabemos, este es el primer trabajo en el que se estudia la biocompatibilidad y toxicidad del

TAC en este modelo animal.

En un pre-ensayo se estudi6 el efecto de diluciones seriadas 1/10 de TAC libre desde 300 a 0,03
MM (las mismas concentraciones que las evaluadas en cultivo celular). El tratamiento con 300 uM
de TAC redujo la viabilidad a un 45,8% a las 4 h de tratamiento y conllevé la muerte del 100% de
las larvas luego de 24 h de tratamiento. Por el contrario, el tratamiento con 0,03 uM de TAC no
modificé la viabilidad de las larvas luego de 48 h de tratamiento. Es por ello que se decidio seguir
trabajando con un rango acotado de concentraciones entre 30 y 0,3 uM de TAC para el resto de los

estudios de biocompatibilidad. Luego de la administracion de la TAC libre o en complejos D-TAC
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se estudio la viabilidad (Figura 4.9), la actividad de nado espontaneo (Figura 4.10), el ritmo cardiaco
(Figura 4.11), los cambios morfoldgicos generales (Figuras 4.12y 4.13) y los dafos a nivel hepatico
(Figura 4.14).

En este rango de concentraciones, ninguna de las formulaciones presenté efectos letales durante
las primeras 24 h. Sin embargo, a las 48 h de tratamiento, la administracion de 30 uM de TAC libre
y de 30 uM de TAC con 0,18 uM de dendrimero en los complejos D-TAC, causaron la mortalidad
del ~20% de las larvas (Figura 4.9). Si bien se observa una tendencia hacia una reduccién de la
viabilidad, los resultados obtenidos no fueron significativos cuando se compararon con el control de

larvas sin tratar (incubadas solo con PBS) que reportaron el 100% de viabilidad.
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Figura 4.9 — Biocompatibilidad /n vivo en larvas de zebrafish. Viabilidad. Viabilidad de larvas al 7 dpf
después de 48 h de tratamiento con TAC o complejos D-TAC. La viabilidad se expresdé como el

porcentaje de larvas vivas con respecto al total de larvas tratadas.

Por otro lado, ninguno de los tratamientos en las concentraciones evaluadas present6 efectos
significativos a nivel de la actividad de nado espontaneo de las larvas, por lo que no se observaron
indicios de efectos neurotéxicos (Figura 4.10). Sin embargo, la administracién de 30 uM de TAC
libre o en complejos D-TAC redujo significativamente la frecuencia cardiaca en comparacion con el
control de larvas sin tratar, denotando efectos cardiotoxicos (Figura 4.11). Mientras que la
administracion de 30 uM de TAC libre redujo la frecuencia cardiaca en un ~55%, el tratamiento con
DG4.5-TAC lo redujo en un ~50% y con DG4.0-TAC en un ~37%. En este sentido, la presencia de
dendrimeros en la administracion de la TAC presentd una tendencia hacia menores efectos a nivel
cardiaco. Se podria considerar que este efecto cardiotdéxico se debe Unicamente al accionar de la
TAC, dado que se informé anteriormente que los dendrimeros PAMAM no tienen efectos
cardiotdxicos sobre las larvas de zebrafish en las concentraciones aqui utilizadas. En particular,
nuestro grupo de trabajo informé que los DG4.0 fueron toxicos para las larvas en concentraciones

superiores a 0,5 yM, mientras que los DG4.5 no fueron téxicos hasta 20 uM 158,
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Movimiento espontaneo (neurotoxicidad)
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Figura 4.10 - Biocompatibilidad /n vivo en larvas de zebrafish. Neurotoxicidad. Movimiento espontaneo
de larvas de zebrafish después de 1, 4, 24 y 48 h de tratamiento con TAC o complejos D-TAC. El
movimiento espontaneo se expresd como un porcentaje con respecto al movimiento en el control de

larvas no tratadas. No se encontraron diferencias significativas con respecto a dicho control.
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Figura 4.11 — Biocompatibilidad /7 vivo en larvas de zebrafish: Cardiotoxicidad. Ritmo cardiaco de
larvas al 7 dpf después de 48 h de tratamiento con TAC o complejos D-TAC. El ritmo cardiaco se
expres6 como el porcentaje de latidos en las larvas tratadas con respecto a los latidos en el control de

larvas no tratadas.

Sumado a esto, la administracion de 30 uM de TAC libre o en complejos D-TAC dio lugar a cambios

morfoldgicos significativos (Figura 4.12 y 4.13), tales como columna vertebral doblada, vejiga

162



Capitulo 4 — Complejacion de Tacrina

natatoria desinflada, necrosis en la region de la cabeza, necrosis del saco vitelino y malformacion
de la cola. Las larvas fueron puntuadas segun la cantidad de malformaciones que presentaron, lo
que permitio determinar un promedio de cambios morfoldgicos. El tratamiento con 30 uM de TAC
presento un promedio de 1,8, mientras que los tratamientos con complejos D-TAC presentaron un
promedio de 1,3. A pesar de no reducir significativamente los efectos de la TAC, la administracion
de los complejos D-TAC present6 una tendencia hacia menores dafos morfolégicos. Asimismo, las
malformaciones observadas tras la administracion de complejos no fueron letales, mientras que las
observadas en el tratamiento con TAC libre incluyeron necrosis en varios tejidos, que constituyen

cambios morfolégicos mas severos.
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Figura 4.12 — Biocompatibilidad /n vivo en larvas de zebrafish: Puntuacién de cambios morfol6gicos.
Los cambios morfolégicos se puntuaron segun el grado de anomalias de las larvas de zebrafish a los

7 dpf, después de 48 h de tratamiento con TAC o complejos D-TAC.

Finalmente, en cuanto a los efectos hepaticos (Figura 4.14), el 66,7% de las larvas tratadas con 30
MM de TAC presentaron higado necrosado (oscuro y opaco), mientras que solo el 46,7% de las
larvas tratadas con DG4.5-TAC presentaron este efecto. Sorprendentemente, el tratamiento con
DG4.0-TAC solo caus6 hepatotoxicidad en el 26,7% de las larvas. Estos resultados demuestran
que la presencia de dendrimeros en la administracion de TAC tiene un efecto hepatico disminuido,
reportando mejoras respecto del tratamiento actual con TAC libre. Las larvas tratadas con
concentraciones iguales o menores a 3 yM de TAC, tanto libre como en complejos D-TAC, no

presentaron indicios de hepatotoxicidad.
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Figura 4.13 — Biocompatibilidad /n vivo en larvas de zebrafish. Cambios morfolégicos. Fotografias
representativas de las larvas de zebrafisha los 7 dpf, luego de 48 h de tratamiento con TAC o complejos

D-TAC. Los cambios morfoldgicos significativos se indicaron con flechas rojas.
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Hepatotoxicidad
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Figura 4.14 - Biocompatibilidad /7 vivo en larvas de zebrafish. Hepatotoxicidad. Fotografias
representativas del higado de larvas después de 48 h de tratamiento con TAC (30 uM) o complejos D-
TAC (0,18 pM de dendrimero con 30 uM de TAC) y hepatotoxicidad expresada como el porcentaje de

larvas con dafo hepatico respecto del total de larvas analizadas.

Nuevamente, es importante resaltar que la administracion de TAC libre o en complejos D-TAC en
dosis sub-letales no produjo ningun efecto téxico en larvas de zebrafish. Teniendo en cuenta estos
resultados y los obtenidos previamente en ensayos ex vivo e in vifro, podemos concluir que la
administracion conjunta de TAC con DG4.0 o DG4.5 fue mas biocompatible y menos toxica que la
de TAC libre, siendo necesario el ajuste de las dosis a administrar en todos los casos. Las terapias
combinadas DG4.0-TAC y DG4.5-TAC se presentan entonces como alternativas novedosas al

tratamiento actual.
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4.3 Resumen de resultados y conclusiones parciales

Se ha propuesto la co-administracion de TAC con dendrimeros PAMAM, con el objetivo de
reducir los efectos toxicos de la droga y potenciar el efecto anti-AChE para el tratamiento de la
EdA.

La presencia de dendrimeros no afectd la solubilidad del farmaco y permitié una correcta
combinacion de los tratamientos. Se calcularon un promedio de 15y 28 moles de TAC por mol
de DG4.0 y DG4.5, respectivamente. Sin embargo, los resultados presentaron una variabilidad
elevada.

Los dendrimeros no modificaron el perfil de estabilidad de la TAC en medios acuosos por al
menos 60 dias, cuando fueron almacenados a 4, 25y 37 °C.

La TAC interaccioné con los grupos superficiales de los DG4.5 a través de interacciones
electrostaticas, sin embargo la fuerza de interaccion no fue suficiente para retenerla frente a
una dilucién y generar un perfil de liberacion controlada.

Los complejos obtenidos DG4.0-TAC y DG4.5-TAC no fueron hemoliticos ni causaron cambios
morfologicos en los ensayos ex vivo en glébulos rojos humanos, por lo que se podrian
administrar por via intravenosa, asi también como por vias no convencionales (transdérmica o
intranasal).

La citotoxicidad /n vifro del farmaco en cultivo celular se redujo cuando la TAC se incorporé en
los dendrimeros, pero solo en tiempos cortos de incubacion (4 h). Después de 24 h de
tratamiento, los complejos no lograron reducir completamente la toxicidad de la droga libre. De
todos modos, los complejos DG4.5-TAC presentaron toxicidad reducida con respecto al otro
complejo (DG4.0-TAC).

Respecto de los estudios /in vivo en zebrafish, la TAC libre present6 efectos sobre la viabilidad
de las larvas, disminuy® el ritmo cardiaco, produjo cambios morfolégicos severos y necrosis en
el tejido hepatico. La administracion de la TAC con dendrimeros presentaron efectos toxicos
reducidos, siendo el complejo DG4.0-TAC el que presentd un menor efecto a nivel hepatico.
Tanto en los ensayos /n vifro como in vivo, se observd que las concentraciones mas bajas de
TAC libre o complejada con dendrimeros no presentaron efectos toxicos, por lo que el ajuste

de la dosis sera importante para la administracion de estas terapias combinadas.

Se desprenden de estas conclusiones las siguientes perspectivas:

v

v
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Explorar la capacidad de los complejos DG4.0-TAC y DG4.5-TAC para transportar la TAC por

vias no tradicionales de administracion (transdérmica o nasal).

Estudiar la capacidad de los complejos para inhibir sinérgicamente la AChE.
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Capitulo 5 — Complejacion de Curcumina

Capitulo 5 -

Complejacion de Curcumina

5.1 Introduccién

La curcumina (CUR) es un polifenol natural derivado de la planta herbacea Curcuma longa, nativa
del sureste de Asia. Junto con otros curcuminoides conforman las sustancias bioactivas de esta
raiz 245, Quimicamente, la CUR es un polifenol que posee dos hidroxilos fendlicos y un dominio -
dicetona-a-B-insaturado en su estructura. Este ultimo dominio presenta equilibrio ceto-endlico en
solucion acuosa, pudiendo encontrarse tres tautémeros: diceto (dos grupos cetonas), ceto-enol (un
grupo cetona y un grupo alcohol) y dienol (dos grupos alcohol) (Figura 5.1) 246-248_ | os tautomeros
presentes en mayor proporcion son el diceto y el ceto-enol, aunque su contribucion relativa depende

de varios factores como las caracteristicas del solvente y la temperatura 249,
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Figura 5.1 — Estructura quimica de los tautdmeros de la curcumina. La curcumina sufre equilibrio ceto-

enolico en solucion acuosa, dado lugar a tres tipos de tautomeros con propiedades diferentes.

El tautémero diceto de la CUR presenta dos grupos cetonas ubicados en forma antiparalela, lo que
genera que la molécula tenga una disposicion angular y dos fragmentos feruloil no conjugados. La

absorbancia maxima de la forma diceto se reporté entre 350 y 365 nm, por transiciones Tm>1* de
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las unidades feruloil no conjugadas 250251, Este tautomero es el reconocido como medicinalmente

activo, y el que predomina en medios acuosos a pH acido 0 neutro 2562.253,

El tautomero ceto-enol de la CUR presenta un grupo cetona y un grupo alcohol, o que genera una
estructura completamente conjugada y planar (debido a que entre el grupo cetona y el alcohol se
establece un puente de hidrogeno intramolecular). La absorbancia maxima en este tautémero se
reporté entre 420 y 430 nm, por transiciones T>1* de la CUR completamente conjugada 250251,
Este tautomero es el presente en solventes organicos, en agua a pH alcalino y en estado sdlido
252253 A su vez, el tautdmero ceto-enol puede presentarse en las formas isoméricas cis o trans,

también dependiendo de las condiciones del medio 24°.

Por otro lado, los hidrogenos fendlicos de la CUR presentan propiedades acido-base, con pKas de
8,38, 9,88 y 10,51 en solucion acuosa 252254, Por tanto, a pH fisioldgico la CUR se encuentra en su

forma neutra, mas hidrofébica.

La CUR es generalmente utilizada como especia en las comidas asiaticas, como colorante en
alimentos a escala mundial y como medicina en las practicas orientales y ayurvedas. Ademas, ha
demostrado ser un compuesto con multiples mecanismos de accién que podria modular la
progresion de la EdA 9.246255-259 Por ejemplo, se ha demostrado tanto en estudios /n vifro como in
vivo que la CUR:

v' aumenta los niveles de ACh (dado que inhibe la enzima AChE).

v inhibe la produccion de AB (por que inhibe de la expresién de la B-secretasa), impide la
formacion de agregados de AB y promueve la desagregacion de los ya formados (debido a que
su naturaleza hidrofébica le permite interactuar con las proteinas formadoras de la placa
impidiendo que interaccionen entre si).

v" inhibe la fosforilacion de Tau (por que inhibe la quinasa GSK-3) y disminuye la agregacion de
Tau (debido a que activa la expresion de la chaperona BAG2 encargada de transportar a Tau
al proteosoma para su degradacion).

v’ actlua como antioxidante reduciendo los niveles de estrés oxidativo (reacciona directamente
con los radicales libres y activa indirectamente la respuesta citoprotectiva contra el estrés
oxidativo).

v’ actua como anti-inflamatorio (dado modula la actividad de la microglia, reduciendo los niveles

de TNF-a y de citoquinas pro-inflamatorias).

Estos efectos se deberian a la capacidad de la CUR de modular multiples vias de sefalizacion
simultaneamente, incluyendo las relacionadas con factores de transcripcion, proteinas activadoras,

enzimas, arresto del ciclo celular y proliferacién celular 121,
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A pesar de toda la evidencia a favor de esta droga para el tratamiento de la EJA y de que ha
demostrado ser segura en dosis elevadas en humanos, los estudios clinicos que se llevaron a cabo
hasta el momento no tuvieron resultados positivos 260, Esto podria deberse a la baja biodisponibidad
de la droga, que impide que se alcancen las dosis terapéuticas efectivas 121261, En particular, la
baja absorcién oral, la rapida metabolizacion y la elevada tasa de eliminacion del sistema
contribuyen a la baja biodisponibilidad de la CUR 262, Sumado a ello, de lo poco que se absorbe, la
CUR es metabolizada por sulfatacién y glucuronacion en varios tejidos, lo que reduce su actividad
261, Adicionalmente, su escasa solubilidad en agua (0,6 ug/mL, 1,63 uM, a 25 °C) y su inestabilidad
en condiciones fisioldgicas (tiempo de vida media corto), constituyen otros desafios a superar para
su aplicaciéon en el tratamiento de la EdA. Especificamente, la CUR present6 un tiempo de vida
media menor a 10 min en PBS 10 mM pH 7,2 a 37°C 260, Ademas, la CUR ha demostrado ser muy

inestable a la luz, degradandose a vainillina, acido vainillinico, aldehido ferulico y acido ferulico 121,

Segun lo mencionado, incorporar la CUR en un sistema de delivery nanotecnolégico podria dar
lugar a una estrategia terapéutica exitosa. Por ello, en esta tercera propuesta tenemos el objetivo
de desarrollar y caracterizar una terapia combinada entre la CUR y dendrimeros PAMAM
generacion 4.0 y 4.5, dando lugar a un sistema de delivery capaz incrementar la solubilidad y
estabilidad de la droga en medios acuosos, y de actuar como potenciador en el tratamiento de la
EdA.
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5.2 Resultados y discusion

5.2.1 Obtencién de los complejos D-CUR

La CUR posee una escasa solubilidad en agua (0,6 pyg/mL, 1,63 uM, a 25 °C), inestabilidad en
condiciones fisiologicas (tiempo de vida media corto) y baja biodisponibilidad (baja absorcién oral,
rapida metabolizacion y elevada tasa de eliminacion del sistema).En este sentido, los dendrimeros
PAMAM se presentan como buenos candidatos para incrementar la solubilidad y estabilidad de
esta droga en medios acuosos. Como se describié anteriormente, el tipo y la estabilidad de la
interaccion droga-dendrimero dependera de las caracteristicas del nanomaterial, del compuesto
bioactivo y de las condiciones del medio. Particularmente, los dendrimeros PAMAM de generacion
4.0 (DG4.0) y generacion 4.5 (DG4.5) podrian encapsular estas moléculas de farmaco en sus

bolsillos internos, o bien anclarlas en sus grupos funcionales terminales.

En primer lugar, se evalu6 la capacidad de ambos dendrimeros (DG4.0 y DG4.5) de formar
complejos con la CUR. Para ello, diferentes cantidades de droga se expusieron a una cantidad
constante de dendrimero, con el objetivo de estimar el nimero maximo de moléculas de CUR que
se pueden complejar por cada molécula de dendrimero. Las relaciones molares tedricas D:CUR
estudiadas fueron 1:2, 1:5, 1:10, 1:25, 1:50, 1:100 y 1:150. La CUR soluble luego del protocolo de

complejacion, se determind por el método indirecto descripto en la seccion 2.3.3 (Figura 5.2).
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Figura 5.2 — Optimizacién de la relacién molar D:CUR utilizada para obtener los complejos D-CUR.
Concentracion de CUR soluble, cuantificada por el método indirecto, luego del proceso de complejacion

en distintas relaciones molares tedricas D:CUR (desde 1:2 a 1:150).

Cuando se utilizaron las relaciones molares D:CUR 1:2, 1:5, 1:10 y 1:25, se observo que la cantidad

de droga soluble en los complejos D-CUR fue superior al control de CUR libre. Por el contrario,
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cuando la relacion molar fue 1:50 o superior, los resultados exhibieron una cantidad similar de droga
soluble en el control y en los complejos. Sin embargo, estos resultados obtenidos por una
cuantificacion indirecta no se pueden correlacionar con lo esperado teéricamente al considerar que
la CUR es un compuesto poco soluble en agua, por lo que su concentracién en medios acuosos no
podria exceder el limite de solubilidad (1,6 pM). Asimismo, tampoco se correlacionan con lo
observado en los espectros de absorcién UV-Vis (Figura 5.3) ni a nivel macroscopico (Figura 5.4).
Cuando se determinaron los espectros de absorcion UV-Vis en PBS del control de CUR, de los
dendrimeros y de los complejos D-CUR luego del protocolo de complejacion, se observd que
mientras los complejos DG4.0-CUR y DG4.5-CUR presentaron el maximo de absorbancia
caracteristico a 424 nm, el control de droga libre no present6 absorbancia, lo que podria significar
que no hubo droga soluble, o que se encontré por debajo del limite de deteccién del equipo. Del
mismo modo, al observar macroscépicamente las suspensiones obtenidas durante el protocolo de
complejacion, el control de CUR libre no present6 el color anaranjado caracteristico de este

compuesto, mientras que este color si se observo en los complejos D-CUR.
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Figura 5.3 — Espectros de absorcién UV-Vis de suspensiones de CUR, D y D-CUR en PBS. Espectros
de absorcion UV-Vis de las suspensiones en PBS de CUR, dendrimeros y complejos D-CUR obtenidas

luego del protocolo de complejacion, utilizando la relacion tedrica 1:50 D:CUR.

En este aspecto, la cantidad de droga que no se encontré en el pellet luego de la centrifugacion
(cuantificada por el método indirecto y representada en la Figura 5.2), pero que tampoco se
encontré en la suspension al finalizar el protocolo (representada en la Figura 5.3), podria
corresponder a la CUR que se degrada o se pierde durante el proceso de complejacion. Esta
degradacién podria ocurrir por la propia inestabilidad de la CUR en soluciones acuosas, asi como
también por el proceso de evaporacion del metanol utilizado para la preparaciéon de las muestras.

Por ejemplo, si se observa en detalle la Figura 5.4, se podra notar que la muestra de CUR libre da

173



Lic. Daniela E. lgartua

lugar a un pellet claro, mientras las muestras de D-CUR dan lugar a pellets de un color rojo-naranja
intenso, a pesar de que las tres soluciones metandlicas iniciales poseian la misma cantidad de
droga. Es decir, los dendrimeros no solo permitirian obtener una mayor cantidad de la droga en
solucidon acuosa, sino que tendrian la capacidad de estabilizar e impedir la degradacion durante el

proceso de evaporacion de solvente.
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Figura 5.4 — Fotografias de muestras de CUR y D-CUR a lo largo del protocolo de complejacién.

!
©

DG4.0-CUR

DG4.5-CUR

Fotografias representativas de las muestras de CUR, DG4.0-CUR y DG4.5-CUR a lo largo del proceso

de complejacion utilizando la relacién tedrica 1:50 D:CUR.

Dicho esto, la optimizacion de la relacion molar D:CUR utilizada en el método de complejacion
deberia balancear una buena solubilidad final de la CUR (en los complejos D-CUR), sin demasiada
pérdida de droga durante el proceso. Es por ello que se descartaron las relaciones molares iguales
o superiores a 1:50 D:CUR y se repitieron las complejaciones utilizando las relaciones molares 1:2,
1:5,1:10y 1:25 D:CUR.

En dichas relaciones se observé que la cantidad de droga soluble en los complejos D-CUR fue
significativamente superior a la presente en el control de CUR libre (Figura 5.5). Los mayores
grados de significancia se obtuvieron para las relaciones 1:10 y 1:25, pero en dichas muestras
también se observd una mayor cantidad de droga degradada/perdida durante el proceso (reflejado

174



Capitulo 5 — Complejacion de Curcumina

en el control de CUR libre). Por otro lado, al utilizar las relaciones 1:5, 1:10 y 1:25, se observé que
los moles de CUR soluble por mol de dendrimero fueron significativamente mayor en las muestras
con el DG4.0, respecto de las muestras con el DG4.5. Esta diferencia en la solubilidad de la CUR
se podria deber a interacciones particulares establecidas con cada tipo de dendrimero. Como la
CUR es una molécula hidrofébica, se hipotetizd que las interacciones ocurririan mayoritariamente
a nivel de los bolsillos internos de los dendrimeros, pero no se puede descartar la existencia de

interacciones del tipo ion-dipolo, establecidas entre los grupos terminales de los dendrimeros y la
CUR.
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Figura 5.5 — Optimizacién de la relacion molar D:CUR utilizada para obtener los complejos D-CUR. La

CUR vy los dendrimeros se combinaron en distintas relaciones molares tedricas D:CUR. (A)
Concentracion de CUR soluble, cuantificada por el método indirecto, luego del proceso de complejacion
en distintas relaciones molares tedricas D:CUR (desde 1:2 a 1:25). (B) Moles de CUR por mol de DG4.0

o0 DG4.5 obtenidos luego del proceso de complejacion.

En promedio, la relacion molar tedrica 1:10 dio lugar a la complejacién de 6 y 4 moléculas de CUR
por cada molécula de DG4.0 y D4.5, respectivamente; mientras que la relacion molar 1:25 dio lugar
a la interaccion de 9 y 8 moléculas de CUR por cada molécula de DG4.0 y D4.5, respectivamente.
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Estos resultados concuerdan con los reportados por Markatou y col. (2007), quienes estudiaron la
incorporacion de dimetoxicurcumina en dendrimeros PAMAM de G3.5 y G4.0, utilizando distintas
relaciones molares tedricas dendrimero:dimetoxicurcumina (desde 1:2 a 1:10). Los resultados
obtenidos por este grupo indicaron que relaciones iniciales 1:8 y 1:10 fueron necesarias para
alcanzar la incorporacion maxima de 4,2 y 5,0 moléculas de CUR por mol de DG3.5 o de DG4.0,

respectivamente 245,

En la busqueda de un balance entre incrementar la concentracion de CUR soluble y que no se
degrade/pierda gran cantidad de droga durante el proceso, decidimos seguir trabajando con la
relacion molar tedrica 1:10 D:CUR; dicha relacion se utilizé para estudiar la reproducibilidad del
protocolo de complejacion. Los resultados obtenidos (Figura 5.6) demuestran que, al formar

complejos con dendrimeros, la solubilidad de CUR aumenté significativamente en medios acuosos.
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Figura 5.6 — Obtencién de complejos utilizando la relacion molar 1:10 D:CUR. EIl protocolo de
complejacion se repitid (n=16) utilizando la relacion 1:10 D:CUR para estudiar su reproducibilidad. (A)
Concentracién de CUR soluble luego del proceso de complejacion. (B) Moles de CUR por mol de

DG4.0 0 DG4.5 obtenidos luego del proceso de complejacion.

En el control de CUR libre se obtuvo una resuspension promedio de 37,77 + 6,38 uM cuantificada
por el método indirecto; como la solubilidad de la droga en agua es 1,6 uM, podemos suponer que
la diferencia entre dichos valores es la cantidad de CUR que se degrada/pierde durante el proceso
de complejacién. En el caso de los complejos DG4.0-CUR la concentracion de CUR fue de 177,1
1+ 16,2 uM y en los DG4.5-CUR de 105,5 + 17,7 uM. En los complejos D-CUR no podemos asegurar
que se degrade/pierda la misma cantidad de droga que en el control de CUR libre dado que, como
se explico anteriormente, los dendrimeros presentarian un efecto estabilizador de la droga durante
el proceso de evaporacion del solvente. Como la concentracion de dendrimero en suspensién es

conocida, podemos entonces sefalar que se logré incrementar la cantidad de CUR soluble a través
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de la complejacion de un promedio de 7 £ 1 y 4 £ 1 moles de CUR por mol de DG4.0 y DG4.5,

respectivamente.

En este caso, se volvioé a observar una diferencia significativa entre la cantidad de CUR soluble en
los complejos DG4.0-CUR y en los DG4.5-CUR, lo que podria deberse a un patrén de interaccion
diferencial entre la droga y los distintos dendrimeros. Como una primera aproximacion para la
interpretacion de estos resultados, se determinaron los espectros de absorcion UV-Vis y los
espectros de emision de fluorescencia de las suspensiones en PBS de CUR libre y de los complejos
D-CUR obtenidos luego del protocolo de complejacion (Figura 5.7). En los complejos D-CUR, la
droga podria estar encapsulada en el interior de los dendrimeros donde el ambiente seria
hidrofobico, podria estar anclada a los grupos superficiales de los dendrimeros donde el ambiente
tenderia a ser hidrofilico, o podria encontrarse en suspension en la fase acuosa en un ambiente
totalmente hidrofilico. Se esperaria que, si la CUR se encuentra en entornos fisicoquimicos
distintos, se observara algin cambio en el espectro de absorcion UV-Vis o en el espectro de emisién
de fluorescencia, dado que se ha demostrado que la CUR posee maximos de absorbancia y de
emision de fluorescencia distintos dependiendo de la polaridad del medio y del tipo de tautémero

predominante 249250,
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Figura 5.7 — Espectros de absorbancia y de emisién de fluorescencia de CUR y D-CUR. Espectros de
absorciéon UV-Vis de las suspensiones de CUR y D-CUR obtenidas luego del proceso de complejacion
en la relacion tedrica 1:10 D:CUR, y espectros de emision de fluorescencia al excitar dichas muestras
a 424 nm.

Sin embargo, en los distintos complejos D-CUR, no se observaron cambios en los maximos de
absorbancia/emision que podrian correlacionarse con modificaciones en el entorno de la droga, y
solo se observaron cambios en la intensidad de absorbancia/emisién que estan relacionados con

la cantidad de droga soluble. Es importante resaltar que el maximo de absorbancia de la droga en
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ambos complejos se mantuvo a 424 nm, por lo que la CUR complejada se encontraria en la forma
tauromérica ceto-enol, que es la predominante en solventes organicos. Ademas, cuando la CUR
complejada se excitdé a 424 nm, su maximo de emisién de fluorescencia se encontré a 560 nm, lo
que también esta reportado para la forma ceto-enol 262, En este sentido, se podria constatar que la
interaccion mayoritaria ocurre en los bolsillos internos de los dendrimeros donde existiria un

ambiente mas hidrofébico.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Cao y col. (2013), quienes estudiaron la
interaccion de la CUR con dendrimeros PAMAM G4.0 modificados en su superficie con
ramificaciones carbonadas (Ci2), a los que llamaron PAMAM-C1, 25%. Ellos reportaron, por
estudios espectroscopicos, que la CUR unida a sus dendrimeros presentd un maximo de
absorbancia a 454 nm, correspondiente a la forma ceto-enol de la droga. Asimismo, por estudios
de docking determinaron que sus dendrimeros poseian cinco sitios de unién para CUR, obteniendo
una relaciéon molar 1:5 D:CUR, y que las uniones se estabilizaban por interacciones hidrofobicas,

de puente de hidrégeno y de van der Waals 250,

Segun lo expuesto, la relacién 1:10 fue la seleccionada para generar todos los complejos utilizados
en los ensayos a continuacién descriptos, y debido a la variabilidad observada, la cantidad de CUR
soluble se cuantificé en todas las muestras utilizadas. De todos modos, es interesante resaltar que
la variabilidad observada en estos complejos es mucho menor que las reportadas previamente para
los complejos D-CBZ y D-TAC.

5.2.2 Estudios de estabilidad de la CUR en los complejos D-CUR

La CUR es reconocida como una droga con baja solubilidad y elevada inestabilidad en medios
acuosos. Por otro lado, los dendrimeros tienen la capacidad de aumentar la solubilidad y estabilidad
de los compuestos bioactivos con los que forman complejos. Como se demostré anteriormente, los
DG4.0 y DG4.5 incrementaron significativamente la cantidad de CUR soluble en PBS, por lo que
es relevante entonces estudiar si tienen algun efecto positivo sobre la estabilidad de la droga.
Consecuentemente, se utilizaron cuatro enfoques distintos para abordar el estudio de la estabilidad

de la CUR en los complejos D-CUR.

5.2.2.1 Estabilidad en el tiempo de la CUR en los complejos D-CUR en suspension

En primer lugar, se evalud la estabilidad de la CUR en el tiempo y en diversas condiciones de
almacenamiento, a partir de suspensiones acuosas de CUR libre o en complejos D-CUR. Para ello,
las muestras fueron almacenadas en oscuridad a -20, 4 o 25 °C durante 30 dias luego del proceso
de complejacion. A tiempos predeterminados se realizaron observaciones macroscoépicas (Figura
5.8), se determind la absorbancia a 424 nm caracteristica de la forma ceto-enol de la CUR (Figura

5.9) y se midieron los espectros de absorbancia UV-Vis (Figura 5.10).
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En la Figura 5.8 se ejemplifican los cambios en las muestras a los 30 dias de almacenamiento, sin
embargo estas observaciones macroscopicas se realizaron rutinariamente. En las muestras de
CUR libre, no se observaron cambios a lo largo del ensayo en ninguna de las tres temperaturas

utilizadas, lo que se debe a que no existe droga en solucién que pueda ser detectada a simple vista.

CUR DG4.0-CUR DGA4.5-CUR

Figura 5.8 — Fotografias de suspensiones de CUR y D-CUR durante el almacenamiento. Se presentan
fotografias de las suspensiones de CUR y D-CUR inmediatamente después del protocolo de

complejacion (dia 0), y luego de 30 dias de almacenamiento a distintas temperaturas (-20, 4 y 25 °C).

Por otro lado, en los complejos DG4.0-CUR se observé la aparicidn de precipitados a partir del dia
7 para las muestras almacenadas a -20 y 4 °C; mientras que en la muestra almacenada a 25 °C se
comenzo a notar una disminucion del color anaranjado de la suspension, pero sin la aparicién de
precipitado. Al dia 15, se incrementaron los efectos previamente descriptos, hasta que en el dia 30
se observo que las muestras almacenadas a -20 y 4 °C poseian una mayor cantidad de precipitado
y un menor color en la suspension, y que la muestra almacenada a 25 °C presentd un color aun
mas claro en la suspensién. Segun lo descripto, en el almacenamiento a -20 y 4 °C existirian tanto
procesos de degradacion de la CUR (por ello disminuye el color de la suspensién), como procesos

de liberacién a partir de los complejos y precipitacion (por exceder el limite de solubilidad de la
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droga en medios acuosos); mientras que en el almacenamiento a 25 °C la velocidad de degradacién

se incrementaria, por lo que la droga liberada se degradaria antes de precipitar.

En el caso de los complejos DG4.5-CUR, a partir del dia 1 después de la complejacion, se observo
la aparicidn de un precipitado en las muestras almacenadas a -20 y 4 °C, sin cambios en el color
de la suspension; mientras que en la muestra almacenada a 25 °C se observo una diminucion en
el color. Al dia 7, en todas las muestras se observé disminucidn en el color de la suspensién, pero
sin incremento en la cantidad de precipitado, por lo que el efecto mayoritario seria la degradacion.
Al dia 30, todas las muestras presentaron un color marcadamente disminuido respecto del dia 0,
siendo el orden de degradacion: 25 °C > 4 °C > -20 °C.

Estas observaciones macroscépicas se correlacionan con los resultados obtenidos en cuanto a la
absorbancia de las suspensiones a 424 nm en funcion del tiempo (Figuras 5.9). Ha sido reportado
por Boruah y col. (2012) que, en condiciones fisiologicas, la CUR se degrada a vainillina, acido
ferulico y el feruloil metano; y que la contribucion de esas moléculas al maximo de absorcion de la
CUR es despreciable; por lo que un seguimiento de la absorbancia a 424 nm en funcion del tiempo

nos permitiria confirmar los procesos de degradacion de la CUR 251,

En los complejos DG4.0-CUR y DG4.5-CUR se observé una disminucidn progresiva de la
absorbancia caracteristica a 424 nm de la CUR en funcién del tiempo, para todas las temperaturas
de almacenamiento. Asimismo, las muestras almacenadas a 25 °C presentaron un decaimiento de
la absorbancia mas rapido que el observado para las muestras almacenadas a -20 y 4 °C,

demostrando que los procesos de degradacion se exacerban al aumentar la temperatura.

El tiempo de vida media (t12) de un compuesto se define como el tiempo necesario para que se
degrade la mitad de la droga que se encuentra en solucion. En bibliografia, se encontré reportado
que el ty2de la CUR a 37 °C en PBS 25 mM pH 7,2 es de 9,4 minutos 263, Con el objetivo de estimar
el t12 de la CUR en los complejos D-CUR, se relativizaron los datos de absorbancia considerando
como 100% a la absorbancia de la droga en los complejos al dia 0. Este analisis permitié estimar
que el ti2 de la CUR en los complejos DG4.0-CUR se incrementé a 7 dias (168 h) para el
almacenamiento a -20 y 4 °C, y a 3 dias (72 h) para el almacenamiento a 25 °C. Por otro lado, el
tiode la CUR en los complejos DG4.5-CUR se increment6 a ~2 dias (48 h) para el almacenamiento
a-20 °C, a 3 dias (72 h) para el almacenamiento a 4 °C, y a 1 dia (24 h) para el almacenamiento a
25 °C. Si bien estos resultados son estimativos, queda en evidencia que los dendrimeros
aumentaron la estabilidad de la CUR en solucién acuosa. Asimismo, el hecho de que los complejos
DG4.0-CUR aumentaran en mayor medida el t12de la CUR respecto de los complejos DG4.5-CUR,

demuestra que las interacciones establecidas en el primer caso son mas fuertes que en el segundo,
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por lo que se mantiene la droga complejada por un mayor periodo de tiempo, evitando su

degradacién/precipitacion.
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Figura 5.9 — Estabilidad de la CUR en los complejos D-CUR durante el almacenamiento a distintas
temperaturas. La estabilidad de la CUR libre o en los complejos D-CUR se estudié durante el
almacenamiento a -20, 4 o 25 °C. En los graficos de la izquierda se presenta la intensidad de
absorbancia a 424 nm (caracteristica de la forma ceto-enol de la CUR) y en los graficos de la derecha
se presentan los porcentajes de CUR (respecto de la cantidad inicial en cada muestra), ambos a lo

largo de tiempo de almacenamiento.

Estos resultados concuerdan con los reportados por Boruah y col. (2012), quienes estudiaron la

degradaciéon de la CUR en nanoparticulas de quitosano en PBS pH 7,4 siguiendo el maximo de
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absorbancia de la droga, y observaron una disminucion progresiva de la misma tanto en el control

(CUR en metanol) como en la suspension acuosa de nanoparticulas 251,

En este trabajo, ademas del seguimiento de la absorbancia a 424 nm, se midieron los espectros
UV-Vis de todas las suspensiones en funcion del tiempo de almacenamiento (Figura 5.10), con el
objetivo de determinar si hubo cambios en el entorno fisicoquimico de la droga. En este caso, se
observé que, con el correr de los dias, los espectros presentaron un corrimiento desde 424 nm a
350 nm, concomitantemente con la diminucion en la intensidad de absorbancia. En bibliografia se
reporté que el tautdmero ceto-enol la CUR que absorbe a 424 nm es el que se encuentra en un
ambiente hidrofébico (como podria ser el interior del dendrimero), mientras que el tautémero diceto
de la CUR que absorbe a 350 nm predomina en medios hidrofilicos (es decir, una vez liberado del

interior del complejo al medio acuoso) 259,

Los resultados obtenidos demuestran que si bien una parte de la CUR se libera del interior de los
complejos D-CUR y se degrada o precipita (por la diminucion en la intensidad de absorbancia a
424 nm y las observaciones macroscoépicas), otra parte de la CUR se libera y se transforma en su
tautobmero medicinalmente activo (diceto). Que dicho tautémero no se degrade y permanezca en
suspension incluso después de varios dias de la preparacion, reportaria la existencia interacciones
estabilizadoras con los dendrimeros. Dichas interacciones, dado que el tautdbmero se encuentra en
medio hidrofilico, podrian establecerse con los grupos terminales de los dendrimeros. Estos
resultados concuerdan con los reportados por Dutta y col. (2013) quienes demostraron que la forma
diceto de la CUR se estabiliza en medios acuosos por la interaccion con surfactantes anioénicos o
cationicos en bajas concentracion y muestra un maximo de absorcién a 355 nm, que es lo que
podria ocurrir cuando la CUR se libera del interior del dendrimero e interacciona con sus grupos
terminales. Ademas, estos autores demostraron que a concentraciones elevadas de surfactantes,
por encima de su concentracién micelar critica, la CUR se encuentra en la forma ceto-enol y se

localiza en el interior hidrofobico de la micela, presentando el maximo de absorbancia a 425 nm 252,

En resumen, a pesar de existir procesos de degradacion y precipitacion, los DG4.0 y DG4.5 lograron
incrementar significativamente la solubilidad de la CUR y su estabilidad en medios acuosos, incluso
a temperatura ambiente. Ademas, presentaron una liberacion controlada de la droga a lo largo del

tiempo, proceso que da lugar a la tautomerizaciéon de la CUR a su forma medicinalmente activa.
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Figura 5.10 — Espectros de absorbancia UV-Vis de los complejos D-CUR durante el almacenamiento

a distintas temperaturas. Espectros de absorbancia UV-Vis de los complejos D-CUR en PBS durante

el almacenamiento a -20, 4 o 25°C. Se observan dos efectos: disminucion en la intensidad de

absorbancia (relacionado con la degradacion/precipitacion de la CUR) y corrimientos hacia menores

longitudes de onda (relacionado con el cambio en el entorno fisicoquimico y la tautomerizacion de la

CUR).
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5.2.2.2 Estabilidad de los complejos D-CUR frente al proceso de liofilizaciéon
En segundo lugar, se evaluo la estabilidad de los complejos D-CUR frente al proceso de liofilizacion
en ausencia de crioprotectores (Figuras 5.11 y 5.12), con el objetivo de determinar si luego del

proceso de liofilizacidn y reconstitucidon los complejos mantenian la CUR retenida y soluble.

En la Figura 5.11 se presentan las fotografias de los sélidos obtenidos por liofilizacion, resultando
de interés resaltar que la muestra control de CUR dio lugar a un polvo blanco, mientras que los

complejos D-CUR presentaron color anaranjado caracteristico de este farmaco. Estos resultados
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confirman la ausencia de CUR en el control de droga libre, debido a la insolubilidad de la misma en

medios acuosos; correspondiendo los sélidos obtenidos a las sales que componian el PBS.

CUR DG4.0-CUR DG4.5-CUR

.

Muestras
liofilizadas

Muestras
reconstituidas

Figura 5.11 — Fotografias de muestras liofilizadas y reconstituidas de CUR y D-CUR. Se presentan
fotografias de los sélidos obtenidos por liofilizacion de CUR y D-CUR, y de las suspensiones obtenidas

por reconstitucion de dichos liofilizados.

Por otro lado, a partir de los espectros de absorbancia UV-Vis (Figura 5.12), se determin6 que los
complejos D-CUR fueron parcialmente estables al proceso de liofilizacion. En todas las
formulaciones se observd una reduccién de la cantidad de droga soluble luego de la liofilizacion,
siendo los porcentajes de CUR remanentes de 65% y 69% para los complejos DG4.0-CUR y DG4.5-
CUR, respectivamente. Debido a que en la muestra de CUR libre no se detect6 suficiente droga
previa a la liofilizacién, no se pudo calcular un porcentaje de CUR remanente para utilizar como
control. De todos modos, si bien los dendrimeros no lograron evitar la degradacién/perdida de una
parte de la CUR complejada, las muestras reconstituidas presentaron una concentracion
significativamente mayor de droga soluble respecto de la solubilidad tedérica. Ademas, como se
observa en los espectros UV-Vis, la CUR soluble se mantuvo en el interior de los dendrimeros,
dado que su maximo de absorbancia se mantuvo a 424 nm luego del proceso de liofilizacion y
reconstitucion. Asi, se presentan como perspectivas la optimizacién del protocolo de liofilizacion,
con el objetivo de incrementar los porcentajes de CUR remantes, y los estudios de estabilidad de
la CUR en los sdlidos liofilizados.
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Figura 5.12 — Estabilidad de los complejos D-CUR frente al proceso de liofilizacién. (A) Espectros de
absorcion UV-Vis de las suspensiones de CUR, dendrimeros y complejos D-CUR antes y después el
proceso de liofilizacion y reconstitucion. (B) Absorbancia a 424 nm de las muestras de CUR y D-CUR

antes y después el proceso de liofilizacion y reconstitucion, con los porcentajes de CUR remanente.

5.2.2.3 Estabilidad en el tiempo de la CUR en los complejos D-CUR reconstituidos

En tercer lugar, se evaluo la estabilidad en el tiempo de la CUR en los complejos D-CUR luego del
proceso de liofilizacion y reconstitucion. Para ello, las suspensiones se almacenaron en oscuridad
a 4 °C durante 30 dias luego de la reconstitucién en PBS (Figura 5.13). En estas muestras, si bien
se observo una disminucion en la intensidad de absorbancia en funcién del tiempo, el decaimiento
de dicho parametro se produjo lentamente en comparacién con las muestras sin liofilizar
almacenadas a 4 °C (Figura 5.9). De hecho, el ti2 de la CUR en los complejos DG4.0-CUR
reconstituidos fue de 15 dias (360 h), mientras que en los complejos DG4.5-CUR reconstituidos fue
de 7 dias (168 h). Este incremento en la estabilidad del material liofilizado a 4 °C, respecto de los
complejos no liofilizados, podria deberse a que durante el proceso de sublimacién del solvente las
interacciones farmaco-dendrimero se maximizan, dando lugar a complejos capaces de retener la

CUR soluble por un mayor periodo de tiempo.
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Figura 5.13 — Estabilidad de la CUR en los complejos D-CUR después del proceso de liofilizacién y

reconstitucion. La estabilidad de la CUR en los complejos D-CUR reconstituidos se estudio durante el

almacenamiento a 4 °C. En los graficos se presentan, en funcion del tiempo, (A) la intensidad de

absorbancia a 424 nm, (B) los porcentajes de CUR (respecto de la cantidad inicial en cada muestra);

(C) los espectros de absorbancia UV-Vis de los complejos DG4.0-CUR reconstituidos; y (D) de los
DG4.5-CUR reconstituidos.

En concordancia con estos resultados, los espectros de absorbancia UV-Vis de los complejos D-
CUR reconstituidos demostraron que el fendmeno mayoritario fue la degradacion de la CUR, en
lugar de la liberacién al medio acuoso y consecuente tautomerizacion. Dicho hecho se refleja en
que no se observaron corrimientos significativos del maximo de absorbancia hacia 350 nm, sino
que se observo una disminucion progresiva en la intensidad de la absorbancia a 424 nm. En este
aspecto, si bien los complejos reconstituidos presentan una menor cantidad de CUR que los

complejos sin liofilizar, la mantienen estable en suspension y la retienen encapsulada por un mayor

periodo de tiempo.

186

620



Capitulo 5 — Complejacion de Curcumina -

5.2.2.4 Estabilidad en el tiempo de la CUR en los pellets de complejos D-CUR

En cuarto lugar, se evalud la estabilidad de la CUR en los pellets de complejos D-CUR (obtenidos
por evaporacion del metanol durante el protocolo de complejacion). Para tal fin, se almacenaron los
pellets en oscuridad a distintas temperaturas (-20, 4 y 25 °C) y se fueron resuspendiendo durante
30 dias luego del proceso de secado. A tiempos predeterminados se realizaron observaciones
macroscopicas (Figura 5.14), se determiné la absorbancia a 424 nm caracteristica de la forma ceto-

enol de la CUR (Figuras 5.15) y se midieron los espectros de absorbancia UV-Vis (Figura 5.16).

En la Figura 5.14 se presentan los cambios en los pellets a los 30 dias de almacenamiento. A partir
del dia 3 se comenzé a observar disminucion en el color de todos los pellets almacenados a 4 y 25
°C. Por otro lado, en los pellets almacenados a -20 °C no se evidencié disminucién del color hasta
los 15 dias. Asimismo, en las tres condiciones de almacenamiento, en los pellets de DG4.5-CUR
se observé una disminucion en el color mas marcada que en los pellets de DG4.0-CUR. En los
pellets de CUR no se observaron cambios drasticos en el color a lo largo del almacenamiento.
Estos cambios en el color de los pellets podrian ser atribuidos a procesos degradativos de la CUR

en estado solido, siendo macroscopicamente el orden de degradacién: 25 °C > 4 °C > -20 °C.

CUR DG4.0-CUR  DG4.5-CUR

| O - ataki
Figura 5.14 — Fotografias de los pellefs de CUR y D-CUR durante el almacenamiento. Se presentan

fotografias de los pellets de CUR y D-CUR inmediatamente después de la evaporacion del metanol

(dia 0), y luego de 30 dias de almacenamiento en distintas temperaturas (-20, 4 y 25 °C).
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Una vez realizadas las observaciones macroscopicas, los pellets se resuspendieron para continuar
con el protocolo de complejacion, y se determiné la absorbancia a 424 nm de las suspensiones
obtenidas (Figuras 5.15). Se esperaba ver una disminucion progresiva en la CUR resuspendida,
por los procesos degradativos que ocurririan al almacenar los peflets. Sin embargo, para ambos
complejos (DG4.0-CUR y DG4.5-CUR) se observé un aumento progresivo de la CUR soluble para
los pellets almacenados a -20 °C, alcanzandose un 200% de resuspension luego de 30 dias a dicha
temperatura. Segun lo expuesto, el almacenamiento a bajas temperaturas disminuiria la velocidad
de los procesos degradativos, propiciando la estabilidad quimica de la CUR, y aumentaria las
interacciones droga-dendrimero, llevando a una mayor cantidad de CUR soluble al agregar el PBS.
En concordancia con ello, los pellefs almacenados a -20 °C fueron los que presentaron una menor

disminucion del color segun las observaciones macroscopicas.

Por otro lado, los pellefs de DG4.0-CUR que fueron almacenados a 4 y 25 °C mostraron una
diminucién de la CUR soluble con el correr de los dias de almacenamiento, evidenciando procesos
de degradacion de la CUR incluso en estado sdlido. Caso contrario, los pellets de DG4.5-CUR
almacenados a 4 y 25 °C mostraron un incremento de la CUR soluble a lo largo del tiempo. Estos
resultados se podrian interpretar al considerar, nuevamente, que existen patrones de interaccion

diferenciados en los complejos DG4.5-CUR respecto de los DG4.0-CUR.

Ademas del seguimiento de la absorbancia a 424 nm, se determinaron los espectros de absorcion
UV-Vis de todas las suspensiones obtenidas (Figura 5.16). Para los complejos DG4.0-CUR, se
observé que el almacenamiento de -20 °C dio lugar a suspensiones con cantidades crecientes de
CUR, cuyo maximo de absorbancia se mantuvo a 424 nm (tautémero ceto-enol). Por el contrario,
en las muestras almacenadas a 4 y 25 °C se evidencio la degradacion de la CUR vy la drastica
disminucion en la intensidad de absorbancia, lo que se correlaciona con los resultados explicados

anteriormente.

Por otro lado, para los complejos DG4.5-CUR, se observo que el almacenamiento a -20 °C dio lugar
a suspensiones con un incremento progresivo de la CUR soluble en los diversos tiempos de
almacenamiento. De igual forma, pero contrariamente a lo que ocurrid6 en el DG4.0-CUR, el
almacenamiento a 4 °C dio lugar a un incremento en la absorbancia de CUR a 424 nm, reportando
una mayor cantidad de droga soluble en el DG4.5-CUR. Finalmente, en el almacenamiento a 25 °C
se observo un corrimiento en el maximo de absorbancia hacia 350 nm, concomitante con el
incremento en la intensidad de absorbancia a dicha longitud de onda. Estos resultados podrian
estar reportando un cambio en el patrén de interaccion de la CUR con el DG4.5, dependiente de la
temperatura de almacenamiento. Asi, podemos hipotetizar que a 25 °C ocurriria una liberacién de

la CUR, porque su maximo de absorbancia se corre hacia el reportado para solvente acuoso, pero
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que existirian aun interacciones con los grupos terminales del DG4.5, lo que explicaria la obtencién

de dicha cantidad de CUR en suspension.
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Figura 5.15 — Estabilidad de la CUR en los pellets de complejos D-CUR durante el almacenamiento a

distintas temperaturas. La estabilidad de la CUR en los pellets de los complejos D-CUR se estudio

durante el almacenamiento a -20, 4 o 25 °C. En los graficos de la izquierda se presenta la intensidad

de absorbancia a 424 nm (caracteristica de la forma ceto-enol de la CUR) y en los graficos de la

derecha se presentan los porcentajes de CUR (respecto de la cantidad inicial en cada muestra), ambos

a lo largo de tiempo de almacenamiento.
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Figura 5.16 — Espectros de absorbancia UV-Vis de los complejos D-CUR resuspendidos a partir de
pellets en distintos dias de almacenamiento. Espectros de absorbancia UV-Vis de los complejos D-
CUR obtenidos al resuspender los pellets que fueron almacenados a -20, 4 o0 25°C durante 1, 3,7, 15
o 30 dias.

En base a estos resultados, y con el objetivo de seleccionar un método de almacenamiento de los
pellets que produjera los menores cambios posibles en ambos tipos de complejos, se decidié seguir
trabajando con pellets almacenados a -20 °C, dado que fue la temperatura donde se observaron
menores cambios de color en los mismos a nivel macroscopico y la resuspension en ambos
complejos fue en incremento con el correr del tiempo de almacenamiento, obteniendo suspensiones

con CUR complejada con un maximo de absorbancia a 424 nm.

En conjunto, a partir de todos los estudios de estabilidad realizados, se puede concluir que a pesar

de existir procesos de degradacion, los dendrimeros lograron incrementar significativamente
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estabilidad de la CUR en medios acuosos y en estado solido, a través de la encapsulacién de la
droga en sus bolsillos internos y de interacciones con sus grupos superficiales. Los complejos
presentaron, ademas, procesos de liberacion controlada de la droga que dieron lugar a la
tautomerizacion de la CUR a su forma medicinalmente activa. Asimismo, si bien los complejos
resultaron parcialmente estables frente al proceso de liofilizacién, la droga que permanece

complejada luego de la reconstitucidon se mantiene soluble por un mayor periodo de tiempo.

5.2.3 Estudios de la interaccién D-CUR por FT-IR

Como los dendrimeros DG4.0 y DG4.5 complejaron diferentes cantidades de CUR y presentaron
diferentes perfiles de estabilidad en el tiempo, hipotetizamos que la interaccién droga-dendrimero
ocurre tanto en los bolsillos internos, como en los grupos terminales de los dendrimeros. Mientras
los bolsillos internos son quimicamente idénticos y de similar tamano, los grupos terminales son
diferentes (-NH3* para el DG4.0 y —COO- para el DG4.5, a pH fisiolégico). Es por ello que las
interacciones entre la CUR y los grupos terminales podrian ser de tipo ion-dipolo y serian diferentes
(catidn-dipolo vs anidn-dipolo) para cada dendrimero, explicando los patrones de complejacion y
estabilidad diferenciales. Con el objetivo de confirmar nuestra hipétesis se estudio la interaccion
entre la CUR y los dendrimeros utilizando la espectroscopia FT-IR, técnica descripta previamente

en los capitulos 3 y 4.

El espectro FT-IR de la CUR sdlida (Figura 5.17 A) presenté las bandas de absorcidén especificas
del farmaco 264265 incluyendo las bandas de estiramiento de los enlaces —-C-H y —O-H a 3507 cm-,
la vibracion del enlace -C=0 a 1626 cm-, el estiramiento de los enlaces —C=C- de los anillos
aromaticos a 1601 cm*, la vibracion del enlace -C-OH a 1455 cm' y del enlace —CHs a 1427 cm-,
el estiramiento del -O-H a 1315y 1272 cm", y la flexiéon de los anillos aromaticos en el rango de
880 a 710 cm-'. En estado sélido la CUR se encuentra en su forma ceto-enol, lo que puede ser
confirmado por estos resultados, dado que la vibracién de estiramiento del carbonilo -C=0 se

presenta a 1626 cm-, en lugar de a 1715-1745 cm-' que seria la esperada para la forma diceto 245,

El espectro FT-IR del PBS liofilizado (Figura 5.17 B y C) se incluyé como un control interno de
nuestro ensayo porque las formulaciones de D-CUR se disolvieron en este buffer antes de la
liofilizacion. En este control, se encontré que las bandas de absorcion a 528, 548, 668, 861, 949,
1075, 1165, 2341 y 2360 cm" corresponden a las vibraciones de los grupos fosfato de las sales del
buffery al CO2 ambiental. Como la mayoria de las bandas del PBS se encontraron en la region de
“huella dactilar”, el analisis de los espectros FT-IR de los dendrimeros y los complejos se realizé

unicamente entre 4000 y 1300 cm-".
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Figura 5.17 — Estudio de la interaccién entre la CUR y los dendrimeros por FT-IR. (A) Espectro FT-IR
de la CUR sdlida; (B) Espectros FT-IR de liofilizados del DG4.0, del complejo DG4.0-CUR y del control
de PBS; (C) Espectros FT-IR de liofilizados del DG4.5, del complejo DG4.5-CUR vy del control de PBS.
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En el espectro FT-IR del DG4.0 (Figura 5.17 B) se observaron las vibraciones de estiramiento de
los enlaces -C-H y -N-H del interior del dendrimero a 3295 y 2929 cm-'; la vibracion de deformacion
de los grupos -NH terminales a 1641 cm- y las de estiramiento a 1356 cm-'; las vibraciones del
enlace —C=0 de las amidas del interior del dendrimero a 1727 cm'; y las vibraciones de
estiramiento de los enlaces C-C y C-N en el interior del dendrimero a 1547 cm-! 50.153.213.214 En g
espectro FT-IR del complejo DG4.0-CUR, se observo la desaparicion de las bandas de absorciéon
a 2917 y 2849 cm- y el desplazamiento de la banda de 1641 a 1660 cm-'. Dado que las dos
primeras sefales corresponden a grupos internos del DG4.0 y la tercera a las aminas terminales,
las moléculas de CUR estarian interactuando tanto con los bolsillos internos del DG4.0 como con

Sus grupos amino terminales.

Por otro lado, el espectro FT-IR del DG4.5 (Figura 5.17 C) mostré la vibracion de flexion de los
enlaces -N-H de las amidas del interior de dendrimero a 3360 cm-' y a 1652 cm-"; las vibraciones
de estiramiento de los enlaces —C-C- y -C-H también del interior del dendrimero a 2918 y 1558 cm-
1; la vibracion de estiramiento del -C=0 de los grupos terminales a 1730 cm-'; y la vibracion simétrica
del -COO del grupo terminal a 1396 cm-' 153218 En el espectro FT-IR del complejo DG4.5-CUR, se
observé la desaparicién de la banda de absorcion a 3359 cm-! y el desplazamiento de algunas
bandas hacia 2950, 1726, 1641, 1547 y 1390 cm-'. Como estas sefales corresponden tanto a los
grupos internos como a los terminales del DG4.5, las moléculas de CUR podrian estar tanto

encapsuladas en el interior como anclada a los grupos superficiales.

Considerando los resultados obtenidos, se sefalé que las bandas de absorcion correspondientes
a los grupos internos sufrieron modificaciones en las formulaciones de D-CUR respecto de los
dendrimeros libres, por lo que podemos confirmar nuestra hipétesis de que la CUR interactua con
el interior de ambos dendrimeros. Asimismo, también se observaron modificaciones en las bandas
de absorcién de los grupos terminales de ambos dendrimeros, por lo que la interaccion dendrimero-
droga también ocurriria a nivel superficial. De todos modos, es importante remarcar que las
formulaciones sélidas de D-CUR fueron obtenidas por liofilizacidn, y como se discutié en capitulos
anteriores, este proceso podria maximizar las interacciones entre la CUR y los dendrimeros, y entre
moléculas adyacentes de dendrimeros. Nuevamente, seria ideal estudiar las interacciones en

solvente acuoso.

En resumen, se incrementd significativamente la solubilidad de la CUR a través de la interaccion
con dendrimeros, obteniendo complejos con un promedio de 7 + 1 y 4 + 1 moles de CUR por mol
de DG4.0 y DG4.5, respectivamente. Estos complejos aumentaron mas de 100 veces la solubilidad
de la CUR respecto de la reportada tedricamente para la droga libre, y aumentaron su estabilidad

en medios acuosos, incrementando el tiempo de vida media, y la estabilidad en estado sélido.
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Ademas, por FT-IR se confirmd que las interacciones que se establecen entre la CUR y ambos

dendrimeros ocurren tanto a nivel de bolsillos internos como de grupos terminales.

Una vez finalizada la caracterizacion fisicoquimica, se procedié con los estudios de nanotoxicidad
y biocompatibilidad de las formulaciones obtenidas. Para ello, se buscé informacion bibliografica
sobre las concentraciones terapéuticas de CUR en sangre, sin embargo poca informacion y muy
contradictoria se encontro al respecto. La mayoria de los reportes concuerdan en que, debido a su
baja biodisponibilidad, es necesario el consumo de una gran cantidad de CUR (incluso por encima
de su ingesta diaria admitida) para alcanzar concentraciones detectables de la misma en sangre.
Por ejemplo, Lin y col. (2013) reportaron que los niveles de CUR en sangre luego del consumo oral
de 4-8 g de CUR son 0,4-3,6 uM 255, De tal forma, la concentracion terapéutica deberia ser menor
en comparacion con las utilizadas para CBZ y TAC, por ello decidimos trabajar con concentraciones

menores a 10 uM de droga libre o complejada.

Ademas, como la CUR es insoluble en medios puramente acuosos, y el control de CUR libre del
proceso de complejacion no dio lugar a la resuspension de una cantidad de droga comparable a la
de los complejos, en los estudios de toxicidad se utilizé un control de CUR preparado a partir de un
stock concentrado en DMSO. En todos los casos, la concentracion final de DMSO a la que fueron
expuestos los glébulos rojos, las células neuronales y las larvas de zebrafish fue menor al 0,1%,

rango de concentracion en donde el DMSO es inocuo en dichos sistemas.

5.2.4 Estudios de la toxicidad ex vivo en glébulos rojos humanos

Los efectos hemoliticos y sobre la morfologia de los glébulos rojos humanos tras el tratamiento con
dendrimeros se describieron previamente y se abordaron en el capitulo 3. Sin embargo, es de
interés evaluar la toxicidad ex vivo de cualquier nanocompuesto que pueda ser utilizado con fines
biomédicos, como serian en este caso los complejos D-CUR. Por ello, en este trabajo, evaluamos
los efectos hemoliticos y los posibles cambios morfolégicos en glébulos rojos humanos después de

4y 24 h de incubacién con CUR, dendrimeros y complejos D-CUR.

Como se puede observar en las Figuras 5.18 y 5.19, no se observaron efectos hemoliticos o
cambios morfoldgicos significativos en comparacién con los glébulos rojos incubados con el buffer
isotdnico (control negativo de PBS) para ninguno de los tratamientos evaluados, en ninguno de los
periodos de incubacién. Este hecho da un indicio de que los complejos D-CUR obtenidos podrian

ser administrados por via intravenosa, ademas de por via transdérmica o nasal.

Estos resultados concuerdan con los reportados anteriormente por Yallapu y col. (2011), quienes
estudiaron el efecto hemolitico de la CUR libre y encapsulada en particulas de PLGA, y demostraron
que 100 uM de CUR dio lugar a un 40% de hemdlisis, mientras que concentraciones iguales o
menores a 50 uM no tuvieron efecto hemolitico 266.
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Hemoélisis de glébulos rojos humanos
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Figura 5.18 — Toxicidad ex vivo estudiada por hemdlisis en glébulos rojos humanos. Hemdlisis después
de 4 0 24 h de tratamiento con CUR, dendrimeros o complejos D-CUR. La hemdlisis se expres6 como
un porcentaje respecto del control positivo de SDS (100% hemodlisis). No se encontraron diferencias

significativas respecto del control negativo de PBS.
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Figura 5.19 — Analisis morfolégico de los globulos rolos humanos. Luego de 4 o0 24 h de tratamiento
con CUR (10 uM), DG4.0 (1,4 uM), DG4.5 (2,4 uM), DG4.0-CUR (1,4 uM de D con 10 uM de CUR) o
DG4.5-CUR (2,4 uM de D con 10 pM de CUR), los glébulos rojos humanos se tifieron con Giemsa y
se observaron por microscopia Optica. No se observaron cambios morfoldgicos en las células

asociados con toxicidad ex vivo luego de los tratamientos.
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5.2.5 Estudios de la toxicidad /n vitro en cultivo celular Neuro-2a

Resulta de interés estudiar la toxicidad /in vifro de los complejos D-CUR, por lo que evaluamos los
efectos de la CUR, los dendrimeros y los complejos D-CUR en la linea celular Neuro-2a después
de 4 y 24 h de tratamiento. Para ello, se utilizaron tres métodos colorimétricos con el objetivo de
detectar los efectos sobre la viabilidad, por la tincién con cristal violeta (CV), sobre la actividad
metabdlica celular, mediante el ensayo de MTT, y sobre el nivel de afeccion de membranas,

mediante el ensayo de captura de rojo neutro (RN).

Luego de 4 y 24 h de tratamiento (Figuras 5.20 y 5.21), no se observaron cambios significativos en
la viabilidad, en la actividad metabdlica o en la captura de RN de las células Neuro-2a tratadas con
CUR o complejos D-CUR. Asimismo, tampoco se observaron efectos nocivos para el control de
células tratadas con 0,1% de DMSO. Por el contrario, los dendrimeros libres en su mayor
concentracion (1,35 uyM para el DG4.0 y 2,4 uM para el DG4.5), dieron lugar a efectos toxicos a
nivel de las membranas celulares, dado que se reveld una disminucion significativa en la captura
del colorante. Estos resultados concuerdan con los obtenidos y reportados en los capitulos 4 y 5.
En este caso, es importante resaltar que los complejos D-CUR no presentaron este efecto a nivel

de membranas, por lo que la CUR presentaria un efecto protector.

Asimismo, Debnath y col. (2013) estudiaron la toxicidad de la CUR en dos lineas celulares de
cancer de mama vy, a través del ensayo de MTT, determinaron que la concentracién inhibitoria del
50% de la actividad metabdlica (Clso) de la CUR que fue 47,9 £ 21,5 yM en SKBr3 y 35,8 + 18,4
MM para BT549 262, En este sentido, al haber trabajado con concentraciones de CUR menores a
dichos Clso, Nno se observaron efectos a nivel de la actividad metabdlica. En concordancia, Wang y
col. (2013) estudiaron la toxicidad de la CUR en las células A549 por el método de MTT y
demostraron que 5y 10 uM de CUR libre no produjeron efectos sobre la actividad metabdlica 20,
Sumado a ello, Lin y col. (2013) evaluaron el efecto de 2,5 yM de CUR en células Neuro-2a y

tampoco reportaron efectos toxicos medidos por MTT 255,

Por lo tanto, el uso de distintos métodos de deteccion, concentraciones y tiempos de incubacion
para estudiar los efectos toxicos en las células Neuro-2a, permiti6 demostrar que los complejos

DG4.0-CUR y DG4.5-CUR no presentaron efectos citotdxicos en las concentraciones evaluadas.
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Figura 5.20 — Toxicidad /in vifro en células Neuro-2a por métodos colorimétricos (4 h de tratamiento).

La citotoxicidad luego de 4 h de tratamiento con CUR, dendrimeros o complejos D-CUR se determino
mediante el estudio de la viabilidad por tincion con cristal violeta (CV), de la actividad metabdlica
mediante el ensayo de MTT y de la afeccion de membranas mediante la captura de rojo neutro (RN).
Todos los datos se expresaron como un porcentaje con respecto al control de células no tratadas, que

se consideré como el 100% de viabilidad, de actividad metabdlica o de captura de RN.
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Figura 5.21 — Toxicidad /in vifro en células Neuro-2a por métodos colorimétricos (24 h de tratamiento).
La citotoxicidad luego de 24 h de tratamiento con CUR, dendrimeros o complejos D-CUR se determind
mediante el estudio de la viabilidad por tinciéon con cristal violeta (CV), de la actividad metabdlica
mediante el ensayo de MTT y de la afeccién de membranas mediante la captura de rojo neutro (RN).
Todos los datos se expresaron como un porcentaje con respecto al control de células no tratadas, que

se considerdé como el 100% de viabilidad, de actividad metabdlica o de captura de RN.

5.2.6 Estudios de la biocompatibilidad /n vivo en larvas de Zebrafish

Los resultados obtenidos anteriormente en los ensayos ex vivo e /n vifro, sumado al amplio uso de

la CUR en la medicina oriental y en la alimentacion a nivel mundial, permiten suponer que este
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compuesto bioactivo no generaria efectos toxicos en ningun organismo. Sumado a ello, estudios
en ratas Wistar demostraron que la CUR, cuando es administrada oralmente, no tiene efectos
téxicos sobre la hembra, sobre su capacidad reproductiva (fertilidad), ni sobre sus embriones?67. En
conjunto, estos resultados permitirian caracterizar a la CUR como “biocompatible”. Sin embargo,
un trabajo ha reportado que la CUR presenta efectos letales en zebrafish, incluso en
concentraciones relativamente bajas de droga 257. En dicho trabajo estudiaron los efectos de la
CUR sobre embriones y larvas de zebrafish, demostrando que este compuesto tiene efectos
embriotoxicos y teratogénicos en rango de concentracion micromolar. Concretamente, estudiaron
el efectode 5, 7,5, 10, 12,5y 15 yM de CUR en embriones de 1 h post-fecundacion (hpf) y en larvas
de 3 dpf, y determinaron la concentracion letal 50 (CLso), es decir la concentracion que produce la
muerte de la mitad de la poblacion. En embriones observaron una disminucion significativa en la
viabilidad y la velocidad de eclosion; siendo 7,5 yM de CUR la CLso. En larvas observaron que la
CLso fue 5 uM luego de 24 h de tratamiento. Ademas, reportaron multiples efectos morfologicos,
como fueron columna doblada, edema pericardial, vitelo no consumido y disminucién del tamafio
de la larva. Recientemente, en un segundo trabajo realizado por Gao y col. (2014), utilizaron
embriones de 2 hpfy larvas de zebrafish de 4 dpf. En embriones reportaron la formacion de edemas
pericardiales tras el tratamiento con 5,9 uM de CUR, mientras que en larvas reportaron una CLso
de 11,8 £ 1,5 yM de CUR 268, Hasta el momento, no existen otros reportes sobre la toxicidad de la

CUR en este modelo animal.

Por esta razon, presta especial relevancia el estudio de los efectos de la CUR y los complejos D-
CUR obtenidos en el modelo animal de larvas de zebrafish. Para tal fin se evaluaron los efectos
sobre la viabilidad (Figuras 5.22 y 5.23), sobre la actividad de nado espontaneo (Figura 5.24), sobre
el ritmo cardiaco (Figura 5.25), sobre el estado del higado (Tabla 5.1) y sobre la morfologia general
(Figura 5.26 y 5.27) de las larvas, luego del tratamiento con CUR o D-CUR en concentraciones de
droga entre 0,625y 10 pM.

La administracién de CUR libre y de complejos D-CUR produjo efectos letales en las larvas de
zebrafish (Figuras 5.22). La CUR produjo la muerte de las larvas en concentraciones relativamente
bajas (7,5 y 10 uM) y a tiempos cortos de incubacion (a partir de las 4 h post-incubacion, hpi).
Ademas, las curvas de viabilidad demostraron que los complejos DG4.0-CUR produjeron la muerte
de las larvas a tiempos mas cortos (desde 1 hpi) y en concentraciones mas bajas (desde 5 uM) que
los complejos DG4.5-CUR y que la CUR libre. El control con DMSO no produjo efectos letales en
las larvas luego de 48 h, por lo que los efectos observados corresponden puramente a la accién de

la droga.
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Figura 5.22 — Biocompatibilidad /n vivo en larvas de zebrafish. Viabilidad. Viabilidad de las larvas luego
de 1, 4, 24 y 48 h de tratamiento con CUR o complejos D-CUR. La viabilidad se expresé como el
porcentaje de larvas vivas con respecto al total de larvas tratadas. Debido a que la representacion de
las diferencias encontradas respecto del control de larvas sin tratar dificultaria la interpretacion de los

graficos, los resultados estadisticos se presentan en la Tabla A5.1 del Anexo de este capitulo.

Especificamente, la CLso de la CUR a las 48 h de tratamiento fue de 5,7 uyM; mientras que la CLso
de los DG4.0-CUR fue 4,9 uM (mas tdxica que la droga libre) y la de los DG4.5-CUR fue 7,8 yM
(menos téxica que la droga libre) (Figuras 5.23). Este incremento en la toxicidad mediado por los
complejos DG4.0-CUR respecto de la CUR libre podria deberse a dos efectos: (1) a una captura
incrementada del compuesto bioactivo por parte de las larvas, dado que los DG4.0 tienen la
capacidad de permeabilizar las barreras biolégicas; o (2) a un efecto sinérgico en la toxicidad
mediada por los DG4.0 per se. En trabajos anteriores de nuestro grupo se reportdé que los DG4.0
fueron téxicos en concentraciones superiores a 0,5 yM %8, En este caso nosotros trabajamos con
concentraciones iguales a 1,35 yM de DG4.0 (cuando se administran 10 uyM de CUR) o menores,
por lo que seria factible esperar efectos toxicos dados por el DG4.0 en si mismo.
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Figura 5.23 — Biocompatibilidad in vivo en larvas de zebrafish. CLso. La concentracion letal 50 (CLso)
es la concentracion que produce la muerte del 50% de las larvas, y se calcul6 luego de 1, 4,24 y 48 h

de tratamiento con CUR o complejos D-CUR (nd: no determinada).

Ademas, se estudiaron los efectos sobre la actividad de nado espontaneo de las larvas (Figura
5.24), siendo este un parametro de neurotoxicidad. Una disminucién en la movilidad de las larvas
podria deberse tanto a efectos a nivel neurologico, como a efectos sobre la viabilidad (si mueren el
movimiento es nulo) o sobre la morfologia de las larvas (si tienen malformaciones tienden a
moverse menos). Por otro lado, un incremento en la movilidad de las larvas suele estar relacionado
directamente con una activacién a nivel neuroldgico. Entonces, la disminucién en la actividad de
nado observada tras los tratamientos con CUR libre o en complejos D-CUR en concentraciones de
7,5y 10 uM, podria deberse a la muerte de las larvas mediadas por estos tratamientos. El control
con DMSO no produjo cambios en el movimiento de las larvas respecto del control negativo (larvas
tratadas solo con PBS). Ahora bien, los efectos observados en concentraciones menores o iguales
a 5 yM de CUR libre o en complejos DG4.5-CUR, o en concentraciones menores o iguales a 2,5
MM de DG4.0-CUR, se deberian netamente a efectos a nivel neurolégico, dado que no se
detectaron efectos sobre la viabilidad en dichas concentraciones. Se observo, en ese caso, que la
CUR produjo una disminucién significativa de la actividad de nado luego de 1 hpi, que se mantuvo
durante las primeras 4 hpi. Pero estos efectos no se prolongaron a largo plazo, dado que a las 24

y 48 hpi, el movimiento no presenté diferencias significativas respecto del control.

Por su parte, el complejo DG4.5-CUR presenté un perfil de afeccion de movimiento a bajas
concentraciones similares al de la CUR libre. Contrariamente, el complejo DG4.0-CUR produjo una
activacion neurolégica, dando lugar a un incremento significativo del movimiento espontaneo a las
4 y 24 hpi. Como la administracion de 2,5 yM de CUR se realiza con 0,34 yM de DG4.0 en los
complejos DG4.0-CUR, y en dicha concentracion los dendrimeros no reportaron efectos toxicos, el
incremento en la movilidad de las larvas podria deberse a un incremento en la captacion de CUR

mediada por el dendrimero.
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Figura 5.24 - Biocompatibilidad /n vivo en larvas de zebrafish. Neurotoxicidad. Movimiento espontaneo
de larvas de zebrafish después de 1, 4, 24 y 48 h de tratamiento con CUR o complejos D-CUR. El
movimiento espontaneo se expresé como un porcentaje con respecto al movimiento en el control de
larvas no tratadas. Debido a que la representacion de las diferencias encontradas respecto del control
de larvas no tratadas dificultaria la interpretacion de los graficos, los resultados estadisticos se

presentan en la Tabla A5.2 del Anexo de este capitulo.

Por otro lado, se realizaron estudios sobre el ritmo cardiaco de las larvas expuestas a CUR libre o
en complejos D-CUR (Figura 5.25). Nuevamente, los efectos cardiotoxicos podrian corresponder
a: ausencia de ritmo cardiaco debido a la muerte de las larvas, disminucién del ritmo cardiaco
debido a efectos a nivel del funcionamiento del corazén o a malformaciones mediadas por los
tratamientos (edema pericardial por ejemplo), o incremento del ritmo cardiaco debido netamente a
efectos a nivel del funcionamiento del corazén. Entonces, las concentraciones letales (7,5 y 10 uM)
de CUR libre dieron lugar a la muerte de las larvas (0% de ritmo cardiaco), mientras que la
concentracion sub-letal (2,5 uM) de CUR libre incrementd significativamente el ritmo cardiaco,
denotando efectos cardiotoxicos. Por su parte, los efectos observados a nivel cardiaco tras el
tratamiento con 5, 7,5 y 10 yM de DG4.0-CUR se correlacionan directamente con la muerte de las
larvas; mientras que el tratamiento con DG4.5-CUR en concentraciones sub-letales (2,5 pM)
también reportd el incremento significativo del ritmo cardiaco. Este efecto se deberia a la accién

téxica de la CUR por si misma sobre este modelo animal.
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Ritmo Cardiaco (Cardiotoxicidad)
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Figura 5.25 — Biocompatibilidad in vivo en larvas de zebrafish. Cardiotoxicidad. Ritmo cardiaco de
larvas al 7 dpf después de 48 h de tratamiento con CBZ o complejos D-CBZ. El ritmo cardiaco se
expreso como el porcentaje de latidos en las larvas tratadas con respecto a los latidos en el control de

larvas no tratadas.

Sumados a estos efectos sobre la viabilidad, la actividad de nado y el ritmo cardiaco, se estudiaron
los efectos sobre la morfologia de las larvas (Figuras 5.26 y 5.27). Nuevamente, las
concentraciones letales de CUR (7,5y 10 uM), DG4.0-CUR (5, 7,5y 10 uM) y DG4.5-CUR (10 uM)
dieron lugar a la puntuacién de cambios morfolégicos mas elevada (4) que corresponde con la
muerte de las larvas. Por su parte, la administracién de 5 pM de CUR libre dio lugar a cambios
morfoldgicos significativos, como asi también la administracién de 5y 7,5 uyM de DG4.5-CUR. Los
cambios morfolégicos observados correspondieron en general a vejiga natatoria desinflada,
necrosis en el vitelo, vitelo sin consumir y malformacién de mandibula. Por otro lado, la

administracion de dosis sub-letales de DG4.0-CUR no produjo cambios significativos.
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Figura 5.26 — Biocompatibilidad /n vivo en larvas de zebrafish. Cambios morfologicos. Fotografias
representativas de las larvas de zebrafishalos 7 dpf, luego de 48 h de tratamiento con CBZ o complejos

D-CBZ. Los cambios morfologicos significativos se indicaron con flechas rojas.
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Figura 5.27 — Biocompatibilidad /n vivo en larvas de zebrafish. Puntuacién de cambios morfolégicos.
Los cambios morfolégicos se puntuaron segun el grado de anomalias de las larvas de zebrafish a los

7 dpf, después de 48 h de tratamiento con CBZ o complejos D-CBZ.

Finalmente, se evaluaron los efectos a nivel hepatico (Tabla 5.1) en las concentraciones sub-
letales. El tratamiento con CUR libre reporté efectos a nivel hepatico incluso en concentraciones
bajas (1,25 uM), alcanzando un porcentaje de hepatotoxicidad del 39,3% con una dosis de 5 yM de
CUR. Por su parte, el tratamiento con DG4.0-CUR dio lugar a una hepatotoxicidad incrementada
en las concentraciones sub-letales; mientras que el tratamiento con DG4.5-CUR redujo los efectos

a nivel hepatico respecto del tratamiento con CUR libre.

Tabla 5.1 - Biocompatibilidad /n vivo en larvas de zebrafish. Hepatotoxicidad. Porcentaje de larvas con

necrosis hepatica (higado oscuro y opaco) al 7 dpf después de 48 h de tratamiento con CBZ o D-CBZ.

Hepatotoxicidad

Concentracién (UM) | (% de larvas con necrosis hepatica respecto del total)

CUR DG4.5-CUR
1,25 12,9 21,6 10,3
25 29,6 43,9 10,8
5 39,3 letal 18,6

Considerando los resultados obtenidos, podria hipotetizarse que los DG4.0-CUR incrementan la
toxicidad del farmaco por dos razones: los DG4.0 tienen efectos toxicos per se e incrementan el
ingreso de la CUR a las larvas exacerbando los efectos téxicos de la droga. Por otro lado, podria
suponerse que los DG4.5-CUR reducen los efectos tdxicos del farmaco porque disminuyen su
ingreso a las larvas. Para confirmar estas hipotesis, se estudié y cuantifico la captura de CUR en
las larvas (Figura 5.28). Si bien no se observéd un aumento significativo de la fluorescencia de CUR
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en las larvas, si se revel6 una tendencia hacia una captura incrementada de la droga cuando es

administrada con ambos complejos D-CUR.
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Figura 5.28 - Biocompatibilidad /i vivo en larvas de zebrafish. Captura de CUR por parte de las larvas.
A la izquierda se presentan fotografias representativas de la fluorescencia de las larvas de zebrafish a
los 7 dpf, luego de 48 h de tratamiento con CBZ o complejos D-CBZ. A la derecha se presenta la
intensidad relativa de emision de fluorescencia cuantificada a partir de las imagenes con el programa

ImagelJ.

Analizando estos efectos en conjunto se puede concluir que la incorporacion de la CUR en los
dendrimeros anidnicos DG4.5, redujo la toxicidad causada por la droga libre. Esta reduccion no se
debe a una captura disminuida, por el contrario, las larvas incorporaron la misma o incluso mayor
cantidad de CUR, pero esta presenté menos efectos toxicos. Por otro lado, los efectos letales y
sub-letales aumentaron cuando la CUR se administré con los dendrimeros catiénicos DG4.0, lo que

se debe tanto a efectos toxicos del dendrimero per se, como a una captura incrementada.

Wu y col. (2007) propusieron que los efectos tdxicos de la CUR en los embriones se deberian tanto
a la desregulacion simultanea de la expresion de multiples genes, como a la inhibicion de distintas
enzimas. Sumado a ello, el grupo concluye que la bioacumulacién de la CUR en el saco vitelino y
en algunas células de la piel de las larvas seria la responsable de que ocurra dicha desregulacion
multiple, dado que en ratas se observo que el 75% de la CUR es rapidamente excretada y no hay
bioacumulacién 257. En conjunto, los efectos toxicos de la CUR en las larvas de zebrafish se
deberian que estos animales son incapaces de metabolizar y excretar la droga. Estudios mas
profundos son necesarios para determinar el mecanismo exacto de toxicidad de la CUR en este

modelo animal.
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5.3 Resumen de resultados y conclusiones parciales

Las conclusiones mas importantes de este capitulo incluyen:

Se ha desarrollado un sistema de delivery de curcumina (CUR), basado en la complejacién con
dendrimeros PAMAM de generacién 4.0 y 4.5 (DG4.0 y DG4.5), capaz de incrementar la
solubilidad y estabilidad de la droga en medios acuosos.

A través de la complejacion, se incremento la solubilidad de la CUR en medios acuosos desde
1,6 UM a 177,1 £ 16,2 yM en los DG4.0-CUR y 105,5 £ 17,7 uM en los DG4.5-CUR.

La complejacion utilizando una relacion tedrica 1:10 D:CUR, resulté en la incorporaciéon de 7 £
1y 4 11 moles de CUR por mol de DG4.0 y DG4.5, respectivamente.

Ambos complejos, DG4.0-CBZ y DG4.5-CBZ, retuvieron la CUR soluble y estable en medios
acuosos, incluso a temperatura ambiente; lo que resultd en el incremento del tiempo de vida
media. Los complejos DG4.0-CBZ presentaron una estabilidad aumentada en solucion
respecto de los complejos DG4.5-CBZ.

Los complejos fueron parcialmente resistentes a la liofilizacién, dado que parte de la CUR se
degrado en el proceso. Sin embargo, luego de la reconstitucion, los complejos presentaron una
estabilidad incrementada en solucion respecto de los complejos sin liofilizar.

Las interacciones estabilizadoras de los complejos D-CBZ ocurrieron tanto a nivel de los
bolsillos internos de los dendrimeros como a nivel de los grupos superficiales. Esto dio lugar a
un patrén de interaccion diferencial con los dendrimeros, resultando en que los DG4.0 tuvieron
la capacidad para complejar una mayor cantidad de CUR y mantenerla estable por un mayor
periodo de tiempo.

Los complejos obtenidos no fueron hemoliticos ni causaron cambios morfolégicos en los
ensayos ex vivo en globulos rojos humanos, por lo que se podrian administrar por via
intravenosa, asi también como por vias no convencionales (transdérmica o intranasal)

No se observaron efectos citotdxicos /n vifro en cultivo celular ni del farmaco libre niincorporado
en los complejos.

Respecto de los estudios in vivo en zebrafish, la CUR resulté sumamente toxica debido a la
incapacidad de las larvas de metabolizar y excretar la droga. La administracion de los
complejos DG4.0-CUR resulté en un incremento de la toxicidad, mediada por dos cuestiones:
una mayor captacion de la CUR y el efecto toxico de los dendrimeros cationicos per se. La
administracién de los complejos DG4.5-CUR resultd en una disminucién de la toxicidad
respecto de la CUR libre, incluso cuando la droga fue capturada en la misma proporcién Este
efecto protector mediado por el DG4.5 podria deberse a que los complejos con dendrimeros
anionicos se metabolizan y excretan de modo diferencial a la droga libre y a los dendrimeros

cationicos.
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e Se han cumplido las expectativas mas importantes de este trabajo, que incluian aumentar la
solubilidad de la CUR en medios acuosos y su estabilidad en el tiempo. Estos factores eran

limitantes para la utilizacion de la droga en los tratamientos actuales.
Asimismo, surgen las siguientes perspectivas a futuro:

v Optimizar el protocolo de liofilizacion, para obtener un mayor porcentaje de CUR remanente,
y estudiar la estabilidad de la droga en los complejos liofilizados en estado sélido, para ser
utilizado como método de almacenamiento.

v Cuantificar la captura de la CUR por las larvas de zebrafish a lo largo del tiempo (4, 24 y 48
hpi), tanto en la droga libre como en los complejos, con el objetivo de determinar el
mecanismo de toxicidad y acumulacién de la droga en este modelo.

v Estudiar la actividad antioxidante de los complejos obtenidos en comparacién ala CUR libre.

v Explorar la capacidad de los complejos DG4.0-CUR y DG4.5-CUR para aumentar la
biodisponibilidad de la droga en un modelo murino, dado que esta era la tercera limitante

del tratamiento.
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Capitulo 5 — Complejacion de Curcumina

Tabla A5.1 — Analisis estadistico de la viabilidad de larvas de zebrafish tras el tratamiento con CUR

libre o en complejos D-CUR. Las diferencias significativas con respecto del control de larvas sin tratar
(100% de viabilidad) se determinaron mediante el analisis TWO-WAY ANOVA seguido del post-test de

comparaciones multiples de Dunnett (*p<0,05; **p<0,01; ***p 0,001; ****p<0,0001; ns: no significativo).

© 1 hpi 4 hpi 24 hpi 48 hpi
N s
2 [72]
o =2, © © © ©
= S0 o 25 3] 25 o Q5 Q 2 5
2 E'QE 3 3T 3 33 3 3T 3 3%
s T 8A = S 3 = c3 = S 3 = S 3
5 E S ST S ST S ST S ST
g E S > B > S > S >
-8 75} 7)) (7} 7}
0,625 uM vs control ns > 0,9999 ns > 0,9999 ns > 0,9999 ns > 0,9999
1,25 uM vs control ns > 0,9999 ns > 0,9999 ns > 0,9999 ns > 0,9999
%: 2,5 uM vs control ns > (0,9999 ns > (0,9999 ns > (0,9999 ns > 0,9999
© 5,0 uM vs control ns > 0,9999 ns 0,9595 ns 0,1634 * 0,0253
7,5 UM vs control ns > 0,9999 ek < 0,0001 ok < 0,0001 ool < 0,0001
10 uM vs control ns > (0,9999 ok < 0,0001 kel < 0,0001 ok < 0,0001
ns > (0,9999 ns > (0,9999 ns > (0,9999 ns > 0,9999
ns > 0,9999 ns > 0,9999 ns > 0,9999 ns 0,9999
ns > (0,9999 ns > (0,9999 ns > (0,9999 ns > (0,9999
el < 0,0001 ek < 0,0001 ok < 0,0001 ok < 0,0001
ookl < 0,0001 ok < 0,0001 ool < 0,0001 kel < 0,0001
ok < 0,0001 ok < 0,0001 ool < 0,0001 ok < 0,0001
0,625 UM vs control ns > (0,9999 ns > (0,9999 ns > 0,9999 ns > (0,9999
% 1,25 uM vs control ns > 0,9999 ns > 0,9999 ns > 0,9999 ns > 0,9999
S.) 2,5 UM vs control ns > 0,9999 ns 0,9999 ns 0,9999 ns 0,9997
g 5,0 uM vs control ns > 0,9999 ns > 0,9999 ns > 0,9999 ns 0,9997
e 7,5 UM vs control ns > 0,9999 ns 0,3695 okl 0,0010 kel 0,0007
10 uM vs control ns > (0,9999 Fhkk < 0,0001 Fkkk < 0,0001 Fokkx < 0,0001
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Tabla A5.2 — Andlisis estadistico del movimiento espontaneo de larvas de zebrafish tras el tratamiento

con CUR libre o en complejos D-CUR. Las diferencias significativas con respecto del control de larvas

sin tratar (100% de movimiento espontaneo) se determinaron mediante el analisis TWO-WAY ANOVA

seguido del post-test de comparaciones multiples de Dunnett (*p<0,05; **p<0,01; ***p 0,001;

*kkk

p<0,0001; ns: no significativo).

© 1 hpi 4 hpi 24 hpi 48 hpi
8o
23 © © © ©
S % % © 2o © 2o © 20 © 2o
b =22 c () c () c [¢) = )
3 Eo = < T < T8 < T S T
= T 8N = o 5 = oS = o 5 = o 5
B e S ST S ST 5 ST S ST
s E = > = > 2 > B >
-8 () () n ()
1,25 pM vs control ns 0,1279 ns 0,7026 ns > 0,9999 ns 0,9690
. 2,5 UM vs control ookl < 0,0001 ns 0,9880 ns 0,0602 ns 0,2937
8 5,0 uM vs control ekl < 0,0001 ol < 0,0001 ns 0,4524 ns 0,0953
7,5 UM vs control ns 0,8233 *k 1<0,0001| ** 1 <0,0001| *** | <0,0001
10 uM vs control ns 0,8698 ol < 0,0001 il < 0,0001 il < 0,0001
ns 0,2476 * 0,0214 * 0,0238 ns 0,9997
ns 0,4351 * 0,0240 rrkx < 0,0001 ns 0,5111
ns 0,3931 o < 0,0001 il < 0,0001 ol < 0,0001
rkkk < 0,0001 Fhkk < 0,0001 rrkx < 0,0001 Fhkx < 0,0001
il < 0,0001 ol < 0,0001 il < 0,0001 il < 0,0001
. 1,25 uM vs control ns 0,5046 ns 0,9997 ns 0,5415 ns 0,9175
8 2,5 UM vs control ns 0,6923 ns 0,5554 ns 0,0571 ns 0,6256
:r". 5,0 UM vs control Hohkx < 0,0001 ns 0,9972 * 0,0177 ns 0,8394
8 7,5 UM vs control ** 0,0013 il < 0,0001 ns 0,1656 * 0,0164
10 uM vs control ns 0,9944 il < 0,0001 il < 0,0001 il < 0,0001
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Capitulo 6 —

Conclusiones Generales y Perspectivas

El objetivo general del presente trabajo ha sido disefiar y desarrollar terapias combinadas basadas
en nanotecnologia farmacéutica para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer (EdA), con el

fin de mejorar y potenciar el tratamiento actual.

Para ello, se disenaron tres estrategias terapéuticas que incluyeron la combinacion de las drogas
carbamazepina (CBZ), tacrina (TAC) o curcumina (CUR) con los dendrimeros PAMAM generacién

4.0 04.5 (DG4.0 0 DG4.5). Para el disefio se tomaron en consideracion los siguientes aspectos:

e La CBZ es un antiepiléptico aprobado por la FDA, que recientemente ha demostrado potenciar
la autofagia y retrasar la neurodegeneracion en modelos animales murinos. En este trabajo se
la reposiciona como una nueva droga para el tratamiento de la EdA. Sin embargo, su uso es
limitado, dado que presenta baja solubilidad en agua, un perfil farmacocinético ineficiente y
multiples efectos secundarios.

e La TAC es un inhibidor de la AChE que fue autorizada para el tratamiento de la EdA, pero luego
fue removida del mercado debido a que causa hepatotoxicidad cuando se administra por via
oral. En este aspecto, es esencial explorar rutas alternativas de administracién y/o delivery
mediante nanotecnologia para reducir dicho efecto secundario.

e La CUR es un compuesto natural que podria retrasar la progresion de la EJA a través de varios
mecanismos, dado que ha demostrado tener actividad como inhibidor de la enzima
acetilcolinesterasa y de la producciéon de B-amiloide, como inhibidor de la agregacion de
proteinas, como anti-oxidante y como anti-inflamatorio. Sin embargo, su uso es limitado, debido
a que presenta baja solubilidad en medio acuosos, es inestable en condiciones fisioldgicas y
exhibe baja biodisponibilidad.

e Los dendrimeros son polimeros tridimensionales obtenidos por sintesis organica que consisten
en un core central, ramificaciones unidas covalentemente al core y una superficie con multiples
grupos terminales. Particularmente, en este trabajo se utilizaron los dendrimeros PAMAM con
core de etilendiamina de generacion 4.0 (DG4.0) que presentan grupos amino terminales, y por
tanto carga positiva en condiciones fisiologicas, y de generacion 4.5 (DG4.5) que presentan
grupos carboxilicos terminales, y por tanto carga negativa en condiciones fisiolégicas. Ambos

dendrimeros son 6ptimos como nanotransportadores de drogas y como nanodrogas per se.
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En este trabajo se desarrollaron las tres estrategias terapéuticas mencionadas, comenzando por la

puesta a punto de un protocolo sencillo para la obtencion de complejos D-droga. El mismo consistio

en la combinacién de las drogas y los dendrimeros en metanol, seguido de un periodo de agitacion

para favorecer la interaccion y de la evaporacion del solvente organico. Los residuos soélidos

obtenidos se reconstituyeron en buffer fosfato salino, a pH fisiologico, y tras una centrifugacién para

eliminar los restos de droga no incorporada a dendrimeros, se obtuvieron los complejos D-droga

en solucion acuosa. En el caso de las drogas hidrofobicas (CBZ y CUR) se evaluaron distintas

relaciones D:droga para encontrar la éptima; mientras que para la droga hidrofilica (TAC) solo se

evaluo una relacién elevada para asegurar la interaccion. De esta manera, a través de un mismo

protocolo sencillo y reproducible, se obtuvieron complejos de DG4.0 0 DG4.5 con CBZ, TAC o CUR.

Para abordar la caracterizacion de dichos complejos, se estudio la capacidad de carga (moles de

droga por mol de dendrimero) y la capacidad de incrementar la solubilidad en agua de las drogas

hidrofébicas. Los resultados obtenidos en este aspecto se presentan en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1 — Resumen de los resultados obtenidos al complejar las drogas con los dendrimeros.

W

Terapia combinada 1

Terapia combinada 2

Terapia combinada 3

Relacion teorica ; 1:150 1:150 - 1:200 1:200 - 1:10 1:10
D:droga 6ptima
Concentracién (uM)| 322,2 + 834,8+ 898,7 + 3878 £ 4050 + 4435 + 16 1771+ 105,5
de droga soluble 52,7 187,2 279,4 513 438 444 ' 16,2 17,7
Moles de droga por
B - 21+7 24+11 - 15+12 28+ 20 - 7+1 4+1
mol de dendrimero

Los presentes resultados demuestran que los DG4.0 y DG4.5 tienen la capacidad de incrementar

significativamente la solubilidad de drogas hidrofébicas, como la CBZ y la CUR, presentando la

ventaja de no introducir modificaciones quimicas en su estructura. Estos resultados también

demuestran que los dendrimeros tienen la capacidad de interaccionar con drogas hidrofilicas, como

la TAC, aunque sin incrementar significativamente su solubilidad.

Asimismo, estos resultados evidencian que la interaccion establecida es sumamente dependiente

de la estructura quimica y del tamafo de la droga. Es decir, ambos dendrimeros presentaron una

elevada capacidad de carga y una tendencia similar a la solubilizacion de CBZ, mientras que los

DG4.0 fueron mas eficaces en la interaccion con CUR que los DG4.5, ambos presentando una

capacidad de carga relativamente baja, y los DG4.5 presentaron una mayor interaccion con la TAC

que los DG4.0, sin incrementar significativamente la solubilidad en ninguno de los casos. La

diferencia en la capacidad de carga de CBZ y CUR podria radicar en dos cuestiones: (1) la CBZ es

una molécula mas pequefia que la CUR, por lo que para un mismo tamafo de bolsillos internos, se
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podrian incorporar una mayor cantidad de moléculas pequefias; y (2) se combiné una mayor
cantidad de CBZ con los dendrimeros en solucién metandlica en comparacion con la cantidad de
CUR que se ofrecié a los dendrimeros, diferencia que radica en que la CUR se degradé
rapidamente incluso en condiciones controladas, lo que llevaria a pérdidas en el proceso de
complejacion. De todos modos, se incrementé alrededor de tres veces la solubilidad de CBZ y mas
de cien veces la solubilidad de CUR en medios acuosos, por complejacion con 24 yM de DG4.0 o
DG4.5. Ahora bien, es importante resaltar que si se utilizara una mayor concentracion de
dendrimero en el protocolo de complejacion, se incrementaria aun mas la concentracion de droga
en solucién acuosa, dado que en bibliografia se ha reportado que existe una relacion lineal entre la
concentracion de dendrimero y la de su carga. Por tanto, al utilizar mayores concentraciones de

dendrimeros podriamos obtener mayores concentraciones de CBZ y CUR en solucién acuosa.

Evaluando los resultados en conjunto también se puede notar que el proceso de complejacién de
TAC presentd mucha mas variabilidad que los otros dos, hecho que se deberia a la elevada
solubilidad de la droga en medios acuosos y a que la interaccién con los dendrimeros ocurrié por
anclaje en los grupos superficiales. Este tipo de interaccion podria conllevar entonces a una mayor
variabilidad en los procesos de obtencién de complejos. Igualmente, en todos los casos, las drogas
fueron cuantificadas luego de cada complejacion para asegurar la reproducibilidad en los ensayos

consiguientes.

Si ademas de los resultados presentados en la Tabla 6.1, se consideran los obtenidos por otras
técnicas, se pueden evidenciar los tipos de interacciones dendrimero-droga que darian lugar a la
formacion de complejos. En el caso de la CBZ, la solubilizacién mediada por dendrimeros se
deberia a la formaciéon de complejos por encapsulacion del farmaco en los bolsillos internos de
estos nanotransportadores, involucrando interacciones de puente de hidrégeno e hidrofébicas. En
el caso de la CUR, la solubilizacién mediada por dendrimeros se deberia a la formacion de
complejos tanto por encapsulacién en los bolsillos internos como por anclaje a sus grupos
superficiales, involucrando interacciones hidrofébicas en el primer caso e interacciones ion-dipolo
inducido en el segundo caso (cation-dipolo inducido para los DG4.0-CUR y anién-dipolo inducido
para los DG4.5-CUR). En el caso de la TAC, si bien no hubo un incremento en la solubilidad, se
demostré que los grupos terminales anionicos de los DG4.5 fueron capaces de anclar débilmente

al grupo amina catiénico de este farmaco.

Asi también, es menester acentuar que la concentracion de droga dentro de los dendrimeros es
mucho mayor que la concentracion de droga aparente en solucion. Ademas, se debe considerar
que en un evento aislado de captura por difusiéon de una droga, el orden de volumen que ingresa a
una célula es muy pequeno, y que para un mismo volumen de droga libre o en dendrimeros, la

cantidad de droga ingresante es muy diferente. Con ello nos referimos a que, por ejemplo, alrededor
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de ~20 moléculas de CBZ se encapsularon en cada molécula de DG4.0, cuyo volumen corresponde
a 33,5 nm3. Por lo tanto, la concentracion de CBZ seria 20 moléculas/33,5 nm3, lo que corresponde
a una concentracion de 104 uM en el interior de cada dendrimero. Una idea de esto se presenta en
la Figura 6.1, donde se puede observar que para una misma cantidad de moléculas de droga,
contenidas en dos volumenes iguales, puede la concentracidon ser en realidad muy diferente.
Incluso aunque las concentraciones globales fueran iguales (una misma cantidad de moléculas de
droga totales en un mismo volumen, representando por los rectangulos azules), la concentracion
en el volumen del dendrimero (circulo rosa) es mucho mayor cuando la droga se encuentra

complejada que cuando se encuentra libre.

Droga libre Complejo D-droga
o L4 &
& s

’ =

P @
N »

b v e
. .

Figura 6.1 — Esquema de la concentraciéon de droga libre o complejada en dendrimeros. Para una
misma cantidad de droga (20 moléculas en este caso) y un mismo volumen (volumen de un

dendrimero), se evidencia la diferencia entre la concentracion de droga libre y de droga complejada.

En conclusién, a través de los estudios de complejacidn realizados con CBZ, TAC y CUR, se ha
demostrado la capacidad de los dendrimeros de incrementar la solubilidad de drogas hidrofébicas
y de interaccionar con drogas hidrofilicos. Ademas, se ha demostrado que la interaccion depende
tanto de las caracteristicas del dendrimero como de las caracteristicas del farmaco, dando lugar a
distintos patrones de complejacion (encapsulacion y/o anclaje). Sumado a ello, la complejacion en
dendrimeros permitiria incrementar no solo la concentracion total en solucion, sino que
incrementaria la concentracién de droga por cada volumen de dendrimero, lo que daria lugar a un
ingreso incrementado de la droga complejada en los sistemas bioldgicos, en comparaciéon a la

droga libre.
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Para continuar con la caracterizacién de los complejos obtenidos, se estudio la estabilidad en el

tiempo de las drogas en distintas condiciones y su perfil de liberacién desde los complejos D-droga.

Un resumen de los resultados obtenidos se presenta en la Tabla 6.2.

Tabla 6.2 — Resumen de los resultados obtenidos al caracterizar los complejos D-droga.

Terapia combinada 1

Estables por 90 dias a 37 Incrementé | Increment6

Estable por | °C. A 4y 25 °C ocurrieron | Estable por, | Estables por, al menos, Inestable la la
Estabilidad en 90 dias a | procesos de liberaciéon y |al menos, 60[60 dias a 4,25y 37 °C. No ts de 0.5 h estabilidad | estabilidad
solucion acuosa 4,25y 37 | precipitacion de la CBZ a |dias a 4,25 y| modificaron el perfil de (t2 ec ' de la droga | de la droga
°C. partir de los complejos D- 37 °C. estabilidad de la droga. a25°0). (typ de 72 h | (ty2 de 24 h

CBZ

Terapia combinada 2

Terapia combinada 3

a25°C) | a25°Q)

Perfil de liberaciéon

Liberaron de manera
controlada la droga a pH

No presentaron un perfil de
liberacién controlada de la

Liberaron de manera
controlada la droga. Este

de ladroga fisiol6gico. Este proceso droga proceso fue dependiente

fue dependiente del pH. ga. de la temperatura.

Interaccién L )
Encapsulacion en bolsillos con grupos Encapsulacion en bolsillos

Tipo de interaccion P No hubo grup internos y anclaje a
dendri d ) internos de los ) interaccion superficiales ) grupos superficiales de los

CICHITICIOUICJ S dendrimeros del .
. dendrimeros
dendrimero

En conclusion, a través de los estudios de estabilidad de los complejos con CBZ, TAC y CUR, se
ha demostrado la capacidad de los dendrimeros de incrementar la estabilidad de las drogas
hidrofébicas (CBZ y CUR) en solucion acuosa, y de liberarlas a la solucién de manera controlada
en el tiempo. Particularmente, ambos dendrimeros demostraron incrementar significativamente la
estabilidad de la CUR en solucién acuosa, en solucidon metandlica, y en estado sdlido, soslayando
uno de los desafios mas importantes en la utilizacion de este compuesto bioactivo. Ademas, estos
resultados demuestran nuevamente que el tipo de interaccién dendrimero-droga depende del tipo

de dendrimero y de las caracteristicas de la droga.

Finalmente, se determiné el perfil toxicolégico de los complejos D-droga. Para ello se estudiaron
los efectos ex vivo (en globulos rojos humanos), /in vitro (en cultivo de células Neuro-2a) e /in vivo

(en larvas de zebrafish). Un resumen de los resultados se presenta en la Tabla 6.3.

Segun los ensayos ex vivo, podemos concluir que todos los complejos obtenidos podrian
administrarse por via intravenosa sin generar efectos toxicos en los glébulos rojos. Asi también

podrian administrarse por vias no convencionales (transdérmica o intranasal).

En cuanto a los estudios /n vifro, nuestros resultados demostraron que los dendrimeros aniénicos
presentan efectos téxicos reducidos respecto de los tratamientos con CBZ o TAC libre. Es decir, la
citotoxicidad de la CBZ y la TAC se redujo cuando las drogas se incorporaron en los DG4.5, hecho

que no ocurrié con los DG4.0. En el caso de la CUR no se observaron efecto citotdxicos para la

217




Lic. Daniela E. lgartua

droga libre ni complejada con dendrimeros. En conjunto, estos resultados destacan la ventaja de
usar dendrimeros PAMAM con carga negativa al disefiar sistemas de delivery de farmacos estables

y no citotdxicos.

Los experimentos /in vivo concuerdan con los de cultivo celular y recalcan la ventaja de utilizar
dendrimeros anidnicos al disefiar nanotransportadores biocompatibles. Dicho hecho se refleja en
los resultados obtenidos para los complejos DG4.5-CBZ, que resultaron biocompatibles al igual que
la CBZ libre, y para los complejos DG4.5-CUR, que lograron reducir la toxicidad inducida por la
CUR.

Tabla 6.3 — Resumen de los resultados obtenidos al estudiar el perfil toxicolégico de los complejos.

Terapia combinada 1

Terapia combinada 2 Terapia combinada 3

La droga libre y los complejos, en las La droga libre y los complejos, en las La droga libre y los complejos, en las

Toxicidad ex vivo

en glébulos rojos

concentraciones evaluadas, no produjeron
efectos hemoliticos ni cambios morfol6gicos

concentraciones evaluadas, no produjeron
efectos hemoliticos ni cambios morfol6gicos

concentraciones evaluadas, no produjeron
efectos hemoliticos ni cambios morfol6gicos

humanos en los eritrocitos. en los eritrocitos. en los eritrocitos.
o o Redujo la  [No logré evitar Evit6 el efecto Redujo la  [No logré evitar Disminuyé el La drooa libre v los compleios. en las
Toxicidad in vitro [  viabilidad el efecto o viabilidad el efecto Lyo ga bre y PIeJos, en :
en cultivo celular | medida por téxico téxico medida por téxico efecto toxico | concentraciones evaluadas, no produjeron
causado por causado por | efectos téxicos medidos por CV, MTT o RN
de Neuro-2a CVluego de | causado por la CBZ libre CV. MTTy RN} causado por la TAC libre en cultivo celular
24 h. la CBZ libre. " |luego de 24 h.| la TAC libre '
Incrementaron
Produjo Resulto letal, | la toxicidad, | Redujeron la
o o Resulté toxico cambios Disminuveron los efectos dado que las | debido a un |toxicidad de Ia]
Toxicidad in vivo debido a los morfologicos txicos ca);sados por la TAC larvas no  |mayor ingreso[ CUR, sin
en larvas de Biocompatible| efectos del |Biocompatible] sewverosy ) . tienen la de CUR a las reducir el
R . . ) libre, pero no los evitaron ) .
zebrafish dendrimero resulté cardio- capacidad de | lanasy al | ingreso de la
o completamente. ) -
cationico. y hepato- metabolizarla | efecto téxico | droga a las
téxica. y excretarla. del lanvas.
dendrimero

Considerando los resultados presentados en la Tabla 6.3, podemos sefnalar que la plataforma
propuesta en este trabajo para el estudio de la nanotoxicidad y la biocompatibilidad ha demostrado
ser completa y ha permitido identificar los puntos criticos a mejorar en las terapias combinadas

propuestas.
Asimismo, si se toman en consideracion todos los resultados obtenidos, podemos concluir que:

v Se ha desarrollado un sistema estable de delivery del farmaco CBZ, basado en la complejacién

con dendrimeros PAMAM DG4.0 y DG4.5, siendo la terapia combinada DG4.5-CBZ la mas
propicia para continuar con estudios de actividad, debido a que presentaron una solubilizacion y

estabilizacion similar de la droga que los DG4.0, pero resultaron menos toxicos /n vifroy mas

biocompatibles /in vivo.

v Se ha desarrollado una estrategia terapéutica basada en la administracién conjunta de TAC con

DG4.0 o DG4.5, que se presenta como una terapia novedosa, ya que resultd menos citotdxica y
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mas biocompatible que el farmaco libre, y podria ser administrada por rutas no tradicionales. Los
complejos DG4.0-TAC presentaron una hepatotoxicidad reducida respecto del tratamiento con
TAC libre o con DG4.5-TAC. Como este es uno de los limitantes mas importantes del tratamiento
con dicho farmaco, los complejos DG4.0-TAC se presentan como buenos candidatos para
continuar y profundizar el estudio de esta terapia combinada.

v' Se ha desarrollado un sistema de delivery de CUR, basado en la complejacion con DG4.0 y
DG4.5, cumpliendo con las expectativas mas importantes de este trabajo, que incluian aumentar
la solubilidad de la CUR en medios acuosos y su estabilidad en el tiempo, debido a que estos
factores eran limitantes para la utilizacion de la droga en los tratamientos actuales. Ninguno de
los complejos D-CUR presento efectos toxicos ex vivoe in vitro, por lo que ambos son candidatos

para la profundizacion del estudio de esta tercera terapia combinada.

En base a todo lo mencionado, podemos decir que los resultados de este trabajo amplian el
conocimiento sobre la capacidad de los dendrimeros de actuar como nanotransportadores de
distintos tipos de drogas, asi como sobre los mecanismos que intervienen en su perfil toxicoldgico.
Sumado a ello, los resultados de este trabajo funcionarian como punto de partida para el disefo de
terapias combinadas basadas en dendrimeros capaces de actuar sobre varias hipotesis etioldgicas
de la EdA.

La perspectiva a futuro mas importante de este trabajo es el estudio de la actividad de las terapias
combinadas aqui disefadas y desarrolladas. Por ejemplo, a través de la exploracién de la
capacidad de los complejos DG4.5-CBZ para reducir la agregacion anormal de proteinas B-
amiloides en cultivos celulares y modelos mamiferos, comparandolos con el efecto de la droga libre.
Asi también, el estudio de la capacidad de los complejos DG4.0-TAC de inhibir sinérgicamente la
AChE, y de transportar la droga por vias no tradicionales de administracion (transdérmica o nasal)
para reducir su toxicidad. Del mismo modo, es una perspectiva de este trabajo explorar la capacidad
de los complejos DG4.0-CUR y DG4.5-CUR para aumentar la biodisponibilidad de la CUR en un
modelo murino, dado que esta era la tercera limitante del tratamiento. Finalmente, surge como
perspectiva evaluar la actividad sinérgica de los complejos D-CUR como anti-oxidantes y anti-
inflamatorios, asi como frente al proceso de agregacion de proteinas que da lugar a la

neuropatologia de la EdA.

Con este trabajo hemos realizado un aporte significativo para el disefio de nuevas terapias
combinadas, basadas en dendrimeros, para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.
Queremos resaltar que, a pesar de ello, mucho queda por hacer para avanzar en el campo de

desarrollo de estrategias terapéuticas efectivas para esta enfermedad.
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