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CAPITULO 6

DENDRIMEROS CON NANOPARTICULAS INORGANICAS COMO
NUCLEO: PREPARACION, CARACTERIZACION Y SU POTENCIAL USO
EN BIOMEDICINA

Lydia Bouchet!, Jimena Mora?, Veronica Brunetti! y Miriam Strumia?

1. INFIQC-Conicet. Departamento de Quimica Fisica. Facultad de Ciencias Quimicas. Universidad
Nacional de Cérdoba. Argentina.

2. IMBIV-Conicet. Departamento de Quimica Organica. Facultad de Ciencias Quimicas. Universidad
Nacional de Cérdoba. Argentina.

1. INTRODUCCION

Las nanoparticulas (NPs) son una clase interesante de objetos en la nanoescala que
recientemente estdn recibiendo una atencién especial debido a su amplia gama de aplicaciones
(1). Estos materiales exhiben generalmente caracteristicas relacionadas con el tamafio que
difieren significativamente de aquellas que presentan dichos materiales en la escala
macroscépica. Su importanciase atribuye al hecho de que representan un enlace critico entre las
tecnologias actuales y las futuras aplicaciones, principalmente en base a su tamafno diminuto, su
gran relacién superficie/volumen y sus propiedades dependientes del tamafio. Tanto las NPs
metadlicas o semiconductoras como las estructuras hibridas formadas con material polimérico, han
sido sintetizadas y forman parte de la fabricacién de nuestros productos de la vida cotidiana
desde hace mas de una década (anteojos resistentes al rayado, pinturas que no se agrietan,
revestimientos anti-grafiti para paredes, protectores solares transparentes, tejidos repelentes de
manchas, ventanas autolimpiantesy revestimientos ceramicos para las celdas solares) (2). En la
actualidad, existen nanocompuestos con aplicaciones de alto rendimiento en diversos campos,
como dispositivos electrocrémicos (3) y almacenamiento de energia (4) que hacen que estos
materiales hibridos adquieran mayor importancia.

Las NPs de oro forman parte de los nanomateriales mds estudiados desde hace un siglo debido a
sus extraordinarias propiedades épticas relacionadas con la absorcién delplasmon y actualmente
estdn siendo muy utilizadas en diversas areas de la quimica, la biologia, la ingenieria y la medicina
debido a sus propiedades dpticas, eléctricas y cataliticas (5). Estas NPs han atraido el interés de
los cientificos especialmente para su uso en terapia fototérmica (6), biosensores (7), diagndstico
por imagenes (8), y liberacidn controlada (9). Las nanoparticulas magnéticas (MNPs) también han
generado un gran interés en el mundo cientifico, especialmente en el dmbito de la biomedicina y
las tecnologias, en particular para su uso en medios de almacenamiento magnético (10),
biosensores (11), tintas y pinturas (12), administracién de farmacos y agentes de contraste en
imagenes de resonancia magnética (13). Las NPs se sintetizan generalmente en solucién, tanto en
medio orgdnico como acuoso, y por lo tanto requieren un recubrimiento para aumentar su
estabilidad. Los procesos de agregacidn que se producen con frecuencia en los sistemas coloidales
de NPs metalicas o semiconductoras restringen severamente su utilizacion en diferentes
aplicaciones. Por lo tanto, con el fin de prevenir o retardar la agregacién, las NPsdeben ser
funcionalizadas con una delgada pelicula que puede contener estabilizadores monomeéricos
(tioles, carboxilatos, fosfatos o sulfatos), polimeros sintéticos o naturales (dextrano, polietileno
glicol (PEG), polivinil pirrolidona, éxido de polietileno o quitosano), materiales inorganicos (silicio
o derivados), liposomas o incluso una pelicula de moléculas mas novedosas como son los
dendrimeros y los dendrones. Los recubrimientos organicos para aplicaciones biomédicas deben



contener varias funciones bioactivascon el fin de garantizar su biocompatibilidad y
direccionamiento a la zona de interés, deben considerar los posibles cuidados terapéuticosa la
hora de ser utilizados y ademds deben evitar la aglomeracién de las nanoparticulas en el entorno
fisiolégico favoreciendo una biodistribucién y bioeliminacidén éptima (14).

Los dendrimeros son macromoléculas bien definidas con un alto grado de ramificacién que
pueden imitar ciertas propiedades de las micelas, liposomas y de otros bloques de construccién
también muy organizados que estan presentes en los sistemas bioldgicos (15). Estas propiedades
hacen que los dendrimeros sean adecuados para diversas e importantes areas de aplicacién, en
particular, en forma de nanotransportadores de farmacos. Crooksy colaboradores informaron por
primera vez la sintesis y caracterizacion de nanoparticulas metdlicas encapsuladas en
dendrimeros (16). Estas estructuras con un alto grado de organizacidn son capaces de atrapar
diferentes iones metdlicos y por ello han sido utilizadas como una plantilla para la formacién de
una amplia gama de nanoestructuras metdlicas de Cu, Ag, Au, Pt y Pd (17). El desarrollo y la
investigacion de NPs estabilizadas por moléculas dendriticas abreun apasionante campo de
investigacion debido a la posibilidad de combinar las propiedades de un nucleo en la escala nano
con el entramado permeable de las ramas dendriticas. Por otra parte, el uso de estos bloques de
construccion con fines biomédicos comprende un area de investigacién en auge, debido
principalmente a su estructura y composicién definida con alta precisién, asi como a su quimica
superficial que es sintonizable a nivel superior.

El uso de dendrimeros y dendrones como agentes estabilizantes en lugar de los ligandos no
dendriticos usados comuUnmente proporciona una ventaja interesante, sin embargo, a la fecha
existen pocos reportes sobre ello. Una de las razones podria ser que los costos asociados con su
sintesis y purificacidn son mayores que para sustratos no dendriticos. Schliitery colaboradores
(18) han mostrado que las moléculas dendriticas presentan varias ventajas: (i) la estructura y el
tamanfio del dendron se pueden controlar con precisién durante la sintesis; (ll) la clasica estructura
con forma conica de los dendrones es de particular interés para la generacién de NPs ultra
pequeias con un gran radio de curvatura por lo que permite optimizar el impedimento estérico
en la adsorcion macromolecular y en la aglomeracion de particulas; (I1l) las estructuras dendriticas
con los grupos periféricos funcionalizados muestran potencial para una buena y controlada
disposicion de (bio)ligandos con alta densidad superficial; (IV) la presencia de brazos
hiperramificados aumenta la afinidad y avidez de las (bio)interacciones especificas
multivalentesutiles para su aplicacién en biosensores; (V) algunas moléculas pequefias pueden ser
incorporadas en la cavidad dendritica de las NPs estabilizadas con dendrones volviendo este
sistema atractivo para la liberacién controlada de farmacos; (VI) la estabilizacién de NPs usando
dendrones genera una capa organica relativamente delgada y, por lo tanto, se forman NPs de
tamafio pequefio en un rango de 10 a 30 nm. Esta ultima propiedad es muy importante porque
genera un material prometedor para aplicaciones biomédicas en sistemas de liberacidon de
farmacos: la captacién celular eficiente, la mejora de la difusion de tejidos, y en particular para
combatir tumores a través del efecto de permeabilidad y retencién mejorada, explotando la
naturaleza nanoporosa de los vasos sanguineos en tejido canceroso (14). Pan y colaboradores (19)
también han mostrado la eficacia de los dendrimeros para el control sistematico del
espaciamiento en las nanoparticulas y han desarrollado una estrategia constructiva en la cual las
NPs coloidales se utilizan como ladrillos mientras que los dendrimeros son similares al mortero.
Estos resultados confirmaron que el proceso de ensamblaje proporciona control sobre los
agregados resultantes lo que permite una ruta versatil para generar nuevos materiales.

El uso exclusivo de las moléculas dendriticas como estabilizador da lugar a una nueva clase de
material: dendrimeros con nanoparticulas como nucleo, mejor conocidos por sus siglas en inglés
como NCDs (nanoparticle-core dendrimers). Los NCDs son materiales que poseen grupos
inorganicos de tamafio nanométrico en el nucleo rodeado por una cascara de moléculas
dendriticas que se unen radialmente al nucleo estabilizando al coloide y por lo tanto impidiendo



su agregacion (véase la Figura 1). En este caso, las NPs son unidades estructurales del dendrimero
y no se encuentran atrapadas o encapsuladas en su cavidad interior (20). Los NCDs protegidos por
dendrones con un grupo tiolen el punto focal mostraron mayor estabilidad y una clara mejora con
respecto a las NPs encapsuladas en dendrimeros (21).
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Figura 1: Esquema general de los NCDs

2. SINTESIS, CARACTERIZACION Y ASPECTOS RELEVANTES DE LOS NCDs

La generacion de los NCDs se obtiene por lo general aplicando alguna de las tres metodologias
sintéticas mas conocidas (22) (véase la Figura 2). El método directo emplea la reduccién de un
catiéon metalico en presencia de dendrones que llevan grupos funcionales adecuados en su punto
focal (a). Para la sintesis de NCDs con enlace metal-azufre se emplean por lo general grupos tioles
y/o disulfuros. En los ultimos afiosse ha desarrollado un nuevo enfoque del método directo que
implica la reduccion simultanea del cation metalico en presencia de dendrones con un grupo
diazonio en el punto focal; esta metodologia conduce a la formaciédn de NCDs con enlaces metal-
carbono (23). En contraste, el método de intercambio de ligando(b) es un método indirecto que
comprende reacciones en dos pasos: inicialmente la sintesis del coloide estabilizada por una
monocapa no dendritica seguida en una segunda instancia por la sustitucion de la capa orgdnica
por dendronestiolados. Este método tiene la ventaja de mantener el tamafio del nucleo sin
cambios durante la reacciéon de intercambio de ligandos, pero su principal limitacién esla
dificultad de obtener los dendronestiolados. Por ultimo, también se utiliza el enfoque
convergente (c) en el que se emplean reacciones individuales o de varios pasos para construir
arquitecturas dendriticas.
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Figura 2: Procedimientos usuales para la sintesis de NCDs

El tamafio y las caracteristicas del materialen los NCDs han sido recientemente investigadas a
fondo usando una variedad de técnicas experimentales, como la espectroscopia, microscopia, la
electroquimica, la fotoquimica, etc. Los NCDs mas sintetizados tienen Au en el ndcleo y
dendronestiolados alifaticos o aromaticos en el exterior. Los ligandos dendriticos también se han
utilizado en la preparacion de NCDs con material magnético en el nudcleo (especialmente
magnetita), Pd o Ag entre otros metales, o incluso semiconductores tales como CdSe. En cuanto a
la naturaleza de los ligandos ramificados, podemos citar varios pero los mds utilizados para la
construccion de los NCD son probablemente poli(amidoamina), poliarileter y polipropilenimina.

El disefio controlado de la arquitectura dendritica a través de la eleccién de los grupos quimicos
funcionales y de la extensién de la ramificacidon dendritica ejerce un control importante sobre las
propiedades finales de los NCDs. Kim (24) y Wang (25) han mostrado claramente que la
generacion de las moléculas dendriticas puede controlar las dimensiones de los NCDs mediante el
uso de dendronesde éter aromatico con grupos tiol o 4-piridona en el punto focal. Yany
colaboradores (26) han informado también que las propiedades Unicas de las moléculas
dendriticas de arenotiol (arilmercaptanos) no sélo poseen la capacidad de controlar el
crecimiento del tamafio de las NPs de oro sino que dejan lista la superficie para su derivatizacion
posterior. Los ligandos de tipo Newkome usados para el recubrimiento durante la sintesis de NPs
de oro también determinan su solubilidad y estabilidad, asi como las caracteristicas del nucleo a
través de un control dendritico del tamafo del NCD (27). Fox y colaboradores (20) han utilizado
dendrones de tipo Fréchet para estabilizar la superficie de NPs de oro mostrando que a medida
que la generacion dendritica aumenta, la densidad de dendrones en los NCDs disminuye como
consecuencia del impedimento estérico de las ramas. Esto trae como consecuencia que existe una
fraccion importante de la superficie de oro no pasiva en los NCDs de mayor generacién, y por lo
tanto permanece disponible para una reaccién catalitica (20). Kumary colaboradores (28) también
informaron de la sintesis de NCDs utilizando Pd con dendrones de tipo Fréchet funcionalizados
con grupos diazo obteniendo materiales promisorios para aplicaciones cataliticas. Lovey



colaboradores (29) han informado que el uso de un ligando ramificado conduce a particulas mas
pequeinas y mejor definidas que cuando se emplea su andlogo no dendritico. Por otra parte, los
bloques constructivos que presentan ramificaciones "largas" y “cortas” podria esperarse que
formen una monocapa menos empaquetada sobre la superficie del ntdcleo metalico y por lo tanto,
permitan la exposicidon de sus vértices y/o sitios con defectos a la solucion de trabajo (29). Astrucy
colaboradores (30) han desarrollado un dispositivo sensor mediante el uso de dendrones con
grupos ferrocenilos y NPs de oro, mostrando cémo la funcionalidad se puede introducir en los
NCDs brindando propiedades especificas de aplicacién. Por ultimo, la estrategia de
dendronizacién se puede emplear también para controlar la separacién entre particulas y de esta
manera controlar las propiedades dpticas de los agregados (31).

3. APLICACIONES DE LOS NCDs EN BIONANOMEDICINA Y COMO
NANOTRANSPORTADORES EN LIBERACION CONTROLADA

La nanotecnologia ofrece a los cientificos diversas oportunidades para explorar sus ideas en el
campo de la biomedicina. Nanoparticulas de o6xido de hierro (32), puntos cuanticos (33),
nanotubos de carbono (34), nanoparticulas de oro (35) y nanoparticulas de silicio (36) han sido
previamente investigadas para su posible aplicacién en diagndstico por imagenes y son excelentes
candidatas para la construccién de plataformas terandsticas basadas en nanoparticulas. Por lo
tanto, la nanomedicina y la terandstica estdn emergiendo como un paradigma terapéutico
prometedor que aplica tanto el diagndstico por imagenes como los agentes terapéuticos en un
mismo paso; es decir, que en forma simultanea con la realizacidon de pruebas de diagndstico, se
brinda una terapia y se controla su respuesta terapéutica. Los nanosistemas resultantes juegan un
papel importante en la era emergente de la nanomedicina y por ello una gran parte de los
actuales esfuerzosen tareas de investigacion se han dedicado a este objetivo.

Una ventaja en la construccién de sistemas con funcionalidades integradas es que muchas de
estas nanoplataformas ya contienen, por si mismas, el agente de contraste necesario para el
diagndstico por imdagenes. La quimica superficial bien desarrollada de los NCDs hace que sea facil
la inclusion de farmacos en su interior y por eso los vuelve promisorios como posibles
nanosistemas terandsticos (37). Las mediciones de resonancia magnética in vitro (e incluso in
vivo) han demostrado que la utilizacién de las nanoparticulasdendronizadas mejora el contraste
obtenido respecto a las nanoparticulas recubiertas con otros polimeros comerciales no
dendriticos (14).

Las nanoparticulas de silice mesoporosa (NSMs) han sido ampliamente estudiadas y las mismas
han sido propuestas como candidatos prometedores para numerosas aplicaciones en biomedicina
(38). Recientemente, Pan y colaboradores (39) han reportado el disefio, preparacion,
caracterizacion y evaluacién de bioseguridad de las NSMs funcionalizadas con péptidos. Estos
nanohibridos fueron preparados por modificacién de la superficie de los NSMs a través de una
reaccién directa del grupo azidocon dendrones peptidicos y se ha evaluado su citotoxicidad in
vitro y su toxicidad in vivo mostrando buena biocompatibilidad ya que no hay evidencia de efectos
colaterales significativos en los érganos normales de ratones sanos (39). Otras nanoparticulas,
tales como 6xidos de hierro y nanoparticulas de oro han mostrado ser también plataformas muy
utiles para construir nanoportadores terandsticos ya que combinan ambas funciones terapéuticas
y de diagndstico dentro de una sola nano estructura; sin embargo, su superficie debe ser
funcionalizada apropiadamente para las aplicaciones in vivo (40). La derivatizacion de la superficie
puede proporcionar sitios de unién adecuados para diversos ligandos y/o para el transporte de
farmacos.

Son varios los factores cruciales que deben tenerse en cuenta al desarrollar una plataforma para
nanomedicina (41):



1) identificacién de un objetivo especifico a nivel molecular,
1) la eleccién del candidato adecuado para el recubrimiento del nanocomponente,

1) el disefio del sistema de transporte,

(IV) la caracterizacidn de su tamafio y forma nanométricos,

(V) la actividad bioldgica (in vivo o in vitro) y su evaluacién farmacoldgica.

En todo caso, el estado superficial de las NPs funcionalizadas depende en gran medida de suruta
de sintesis y de las estrategias utilizadas para su funcionalizacidn, haciéndolas adecuadas (o no)
para sus futuras aplicaciones médicas.

Los sistemas multifuncionales hibridos con tamafios que varian tipicamente entre 1 y 100 nm
capaces de suministrar un agente bioactivo en el sitio de destino con una mejor actividad
terapéutica que la forma libre del biocomponente reciben el nombre de
“nanotransportadores"(41). En particular, ya se han estudiado algunas NPs como una estrategia
interesante para suministrar farmacos convencionales, proteinas, vacunas o dacidos nucleicos
como el ADN o ARN. Para que funcione como nanotransportador, los sistemas de liberacién de
farmacos deben proporcionar algunos atributos positivos respecto ala droga “libre", por ejemplo,
la mejora de la solubilidad, la estabilidad in vivo y la biodistribucién (42). Las NPs de oro son
capaces de captar biomoléculas grandes sin restringirse a si mismas como portadores de farmacos
soélo para moléculas pequefias; ademads, el control del tamafio y la posibilidad de seleccionar una
adecuada funcionalidad para el reconocimiento especifico las convierte en sistemas eficientes
para la liberacién controlada de biomoléculas. Tanto las NPs de oro como otros materiales
coloidales aptos para sistemas de liberacidn de farmacos pueden modificar la cinética, la
distribucidn en el cuerpo y la liberacion del farmaco para una droga especifica (43). Por lo general,
son de tamafio similar a los componentes y las proteinas celulares tipicos, y por lo tanto puede
pasar por alto barreras mecanicas naturales que posiblemente conducen a la reaccion adversa del
tejido (44). En particular, las NPs de oro cargadas positivamente son de interés en cuanto a la
captacioén celular (45). Su naturaleza catidnica induce interacciones electrostaticas con entidades
cargadas negativamente, tales como las membranas celulares, ADN plasmido, siRNA, o bien
nanoparticulas de anticuerpos (46). A pesar que las NPs aprobadas clinicamente han mostrado
consistentemente una buena capacidad para reducir la toxicidad del farmaco, su uso no siempre
se ha traducido en mejora de los resultados clinicos. Esto ha llevado al desarrollo de NPs
"multifuncionales"”, donde capacidades adicionales como la selectividad y la mejora en su uso para
imagenes por contraste debe ser agregada (47). Generalmente las NPs son consideradas como
material no téxico y biocompatible, pero Pan y colaboradores (48) han informado que NPs de oro
de 1,4 nm de didmetro que contienen trifenilfosfinamonosulfonato son aun mas citotdxicas que
nanoparticulas de 15 nm de composicion quimica similar. Estos resultados destacan la
importancia de un tamano O6ptimo de los nanoportadores. Por otra parte, Stobieckay
colaboradores (49) han demostrado que la principal ventaja de los recubrimientos de polimeros
de L-lisina en NPs de oro esta relacionada con la ausencia de toxicidad para la liberacion del
ligando en procesos de transferencia de genes, en contraste con las NPs de oro funcionalizadas
con grupos tiol. Papp y colaboradores (50) han mostrado que NPs de oro pequefias
funcionalizadas quimicamente usando dendrones de glicerol con &cido sidlico como grupo
terminal genera coloides estables que muestran buena actividad para la inhibicidn de la infeccién
por el virus de la influenza. Como la unién de la proteina hemaglutinina a la superficie de la célula
huésped esta mediada por los receptores de acido sialico, se cree que la interaccion multivalente
con NPsfuncionalizadas con acido sialico puede inhibir competitivamente la infeccién viral (50).

Las diversas posibilidades funcionales de los NCDs permite una amplia variedad de enfoques para
el disefio de nano transportadores (Figura 3). Gopidas y colaboradores informaron de la sintesis
de NCDs con corazén de oro solubles en agua que presentan propiedades micelares capaces de
encapsular cloruro de pinacianol (51). Estas propiedades hacen que los NCDs sean candidatos



ideales como nanoportadores; los farmacos hidréfobos pueden ser cargados en nanovehiculos a
través de interacciones no covalentes en el interior hidrofébico sin necesidad de sufrir una
modificacion estructural para su liberacion (52). Del mismo modo, se puede utilizar la conjugacién
covalente a los NCD a través de enlaces escindibles para entregar a la célula profarmacos vy el
medicamento puede ser liberado entonces por estimulos externos o internos. Significativamente,
los estimulos internos funcionan de una manera bioldgicamente controlada, mientras que los
estimulos externos proporcionan un control espacio-temporal sobre la liberacién (53).
Independientemente del método utilizado, la capacidad de adaptacién de los NCDs es crucial para
la liberacion interna o externa. Comunmente, un farmaco conjugado covalentemente a un
nanotransportador es mas adecuado para la administracion de un farmaco dirigido
especificamente, mientras que un fdrmaco que forma un complejo de inclusiéon con el
nanotransportador se libera facilmente y es activo in vitro (54). Por ejemplo, la conjugacién
directa de péptidos funcionales de NPs de oro proporciona una serie de propiedades adaptables
qgue pueden modular sus funciones dentro de las células vivas. Las distribuciones intracelulares de
las particulas cambian desde el nucleo hasta el reticulo endoplasmico, aumentando la densidad
de péptidos para nanoparticulas de didmetro constante o aumentando el didmetro de las NPs
manteniendo una densidad de péptidos constante, lo que conduce a una menor absorcién celular
(55). Hay un gran interés en el desarrollo de sistemas de administracion de fdrmacos que puedan
permitir un transporte eficiente y especifico de medicamentos para los tejidos afectados por una
enfermedad.
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Figura 3: Esquema de las diferentes vias de accion como nanovehiculos de los NCDs

Actualmente existe un amplio espectro de polimeros sintéticos con variaciones estructurales y
arquitecténicas bajo investigacién, incluyendo polimeros lineales, en forma de estrella,
dendriticos o hidrogeles. La comparacién de las caracteristicas de dendrimeros y polimeros
lineales muestra que la arquitectura del polimero dendritico es ventajosa para su aplicacidon en
liberacion controlada. Un ejemplo interesante fue descripto por Contantino y colaboradores (56)
qguienes han presentado un método general para la incorporacién de la biomolécula en un arreglo
perfectamente definido sobre la superficie de nanoparticulas biocompatibles de material
polimérico compuesto por poliéster y co-polimero biodegradable acido poli (lactico-co- glicdlico)
(PGLA) derivatizado con dendrones que poseen grupo amino terminal. De esta manera, es posible
obtener NPs que presenten una variacién en el grado de cubrimiento de la superficie. Esta nueva



estrategia se ha aplicado con éxito a la preparacion de NPs funcionalizadas con péptidos y con D-
glucosa. Esta aplicacidon se basa en el descubrimiento de que las NPs con una arquitectura
dendritica han mostrado ser capaz de cruzar la barrera sangre-cerebro después de la
administracion sistémica. NCDs de oro usando dendrimeros de poli(propilenimina) con
tetraetilenglicol como espaciador han sido sintetizados por Pan y colaboradores (57). Estos
dendrimeros han mostrado una gran estabilidad en soluciones reguladoras de fosfato y se
encontré que la protonacion de sus aminas terciarias internas a pH cercanos a 4,5 desempefia un
papel crucial en el escape lisosomal durante la administracién de farmacos. Por otra parte, la
amina primaria terminal proporciona una gran facilidad para la derivatizacién directa con otras
entidades como farmacos o grupos funcionales especificos que orienten a la biomolécula; es decir
que puede proveer de multiples funciones a los nanovecarriers (58). Una de las modificaciones
mas populares de la superficie de nanovehiculos es la funcionalizacion con polietilenglicol que
permite la reduccién de la citotoxicidad y ofrece muchas ventajas adicionales como la mejora para
la biodisponibilidad en aplicaciones orales ya que mejora la biodistribucidn, la farmacocinética y la
solubilidad; produce un aumento de la carga del farmaco, una liberacidn sostenida y controlada
del fdrmaco, mejor eficiencia en la transfeccion y en la localizacion tumoral (59). Bergen y
colaboradores (60) han mostrado que las diferentes propiedades fisico-quimicas de las NPs tales
como el tamanio, la forma, la derivatizacion o el ligando regula si la recepcion es no especifica o
bien si es orientada a un blanco especifico. Choy colaboradores (46) han informado del desarrollo
de un dendrén catidnico con grupos carboxilicos esterificados con polietilenglicol y luego
funcionalizados con grupos terminales de amonio cuaternario. Estos dendrones se utilizaron para
la preparacidon de NCDs con corazén de oro y carga positiva que fue evaluado in vivo e in vitro y la
investigacion ha confirmado el desarrollo exitoso de los NCDs con una excelente estabilidad en
medios bioldgicos conteniendo proteinas y electrolitos con una vida util superior a los 6 meses. En
este Ultimo caso, la buena estabilidad en soluciones acuosas y la aparente falta de toxicidad
indican un potencial uso como material de ensayo para analizar las interacciones entre NPs
cargadas positivamente y los sistemas celulares o biomoleculares o también como un excelente
vehiculo nanoterapéutico. Ghoshy colaboradores (61) han informado que NPs de oro
functionalizadas con dendrones de lisina pueden ser 28 veces mas eficaces y potentes que el ADN
en la transferencia de genes. Lo mas importante, es que estos NCDs no mostraron citotoxicidad
cuando se utilizaron como agentes de transferencia génica. Estos materiales también fueron
sensibles al nivel de glutatién celular durante la transferencia in vitro, proporcionando
informacién sobre su modo de actividad, ademds de ser una potencial herramienta para el control
ortogonal de la transferencia génica (62).

Debido a sus propiedades fisicas, las nanoparticulas de 6xido de hierro super-paramagnéticas
estan siendo ampliamente estudiadas como parte de las estrategias de diagndstico y terapéutica
en los tratamientos del cancer. Se pueden utilizar como agentes para imagenes in vitro o in vivo,
para guiar la direccién del farmaco por medios magnéticos o en terapia térmica (63). La tendencia
a agregarse de las NPs limita su uso terapéutico in vivo pero eso puede controlarse a través de la
funcionalizacion de su periferia para producir cargas positivas o negativas sobre la superficie (64).
Eso ha convertido a los NCDs con nucleo magnético en una solucién simple para construir nuevos
nanotransportadores aptos para la administracién de farmacos. Un buen ejemplo es el trabajo de
Khodadust (65) que desarrollé nanoparticulas magnéticas recubiertas con diferentes
generaciones de PAMAM (G2 a G7) funcionalizado con 1-metilimidazol y acido poliinosinico-
policitidilico (poli (I:C)) para dirigir el nanocarrier especificamente al sitio del tumor utilizando un
bajo campo magnético. Ellos han demostrado que los sistemas que tienen mas grupos funcionales
en la superficie, como las generaciones mas altas (G7, G6 y G5) fueron mas adecuados para la
administracion del poli (I:C) probando que el analisis in vitro e in vivo de estos NCDspuede
proporcionar nuevas oportunidades para la identificacién selectiva y la muerte de las células
tumorales.



Gillichy colaboradores (18) han desarrollado NPsde magnetita estabilizadas con
polietilenglicoldendritico y lineal variando respectivamente la generacién del dendrén o la
longitud de la cadena. En este caso, los autores mostraron que las NPs dendronizadas poseen una
excelente estabilidad coloidal a pesar de tener un radio hidrodindmico menor y una capa de
solvatacion mds pequena en comparacion con su analogo lineal. Adema3s, para la misma densidad
de injerto y peso molecular de los estabilizadores, las NPs dendronizadas muestran un
comportamiento reversible para la agregacién inducida por temperatura, en contraste con la
agregacion y sedimentacion irreversible observada para los analogos lineales de polietilenglicol.
Esta clase de NPs estabilizadas dendriticamente muestra un gran potencial para un futuro uso
biomédico y otras aplicaciones, en las que es relevante su estabilidad, la resistencia a la
agregacion (o su reversibildad), su tamafio ultra pequefio (para cruzar las barreras bioldgicas o
favorecer su inclusion en membranas artificiales)y/o la alta densidad de (bio)ligandos activos que
pueden ser inmovilizados en la periferia. Las NPs de magnetita modificadas con dendrones de
PAMAM funcionalizados con tiol también se utilizaron con éxito para la recuperacién de ADN por
separacion magnética (66). Zhu y colaboradores (67) han empleado NPs superparamagnéticas
dendronizadas para vehiculizar doxorrubicina. El farmaco anticancerigeno se conjugé a los grupos
funcionales periféricos de un dendrdn poli (acido L-glutdmico) con enlace de hidracina sensible al
pH para construir nanocarriers magnéticos (67). Por otra parte, Martin y colaboradores (68)
usando NPs magnéticas derivatizadas con dendrones de poliéster con multiples grupos guanidina
periféricos han logrado modular la absorcién de los NCDs en las células para la marcacién in vitro.

En resumen, los NCDs son prometedores nanotransportadores para la liberacién controlada de
farmacos. Para lograr este propdsito, los NCD deben exhibir solubilidad alta en agua y buena
capacidad para cargar las biomoléculas, baja toxicidad, caracteristicas favorables para la retencién
y biodistribucién, alta especificidad y adecuada biodisponibilidad. Una de las principales ventajas
gue se derivan de la arquitectura dendritica es el acceso al control espacial del sistema ligando-
molécula bioactiva de modo de optimizar la direcciéon especifica donde debe actuar el
nanotransportador. El espacio vacio interior bien definido entre el nucleo y los brazos dendriticos
puede ser utilizado para encapsular fdrmacos pequefios mientras que los grupos terminales en la
superficie de los NCD son ideales para la bioconjugacién de drogas o biomarcadores. El uso de los
NCD también puede aumentar la estabilidad de la carga util. Se necesita un cuidadoso disefio dela
modificaciéon superficial del NCD para evitar su aglomeracion después de la etapa de la
dendronizacidn y aun asi mantener una buena disponibilidad de la carga util. Sobre la base de
nuestra comprension de lo que se conoce acerca de las caracteristicas de los NCD, las siguientes
estrategias pueden ser Utiles en estudios futuros para su uso como nanoportadores: (a) centrarse
en didmetros que oscilan entre 10 a 30 nm; este tamafo parece ser el mdas adecuado para
mantener un equilibrio entre la circulacion de la sangre y el espacio extracelular, lo que aumenta
el tiempo de circulacién y facilita la administracion del farmaco; (b) identificar los marcadores
endoteliales de la superficie celular para drganos especificos y los marcadores especificos de
células “blanco” y disefiar péptidos de afinidad o anticuerpos para estos objetivos y (c) disefiar los
grupos periféricos del dendréon para funcionalizar NPs con recubrimientos hidréfilos y cardcter
catiénico manteniendo un radio hidrodinamico por debajo del tamafio critico. Estos atributos
pueden ser explotados para proporcionar una plataforma eficaz y selectiva para la liberacion
intracelular selectiva de algunas sustancias.

4. DISENO, SINTESIS Y OPTIMIZACION DE NCDs ADAPTADAS PARA SU APLICACION
COMO NANOTRANSPORTADORES DE MOLECULAS ORGANICAS A CELULAS
DENDRITICAS

Como grupo de investigacion integrante del proyecto "Desarrollo de una vacuna frente al VIH-1:
Estudio de los cambios en la biologia de células dendriticas humanas tras interaccion de distintos



sistemas de liberacién de péptidos del VIH", proyecto CYTED 214RT0482, nuestro aporte al
proyecto es el disefio, sintesis y optimizacién de NCDs adaptadas para su aplicacién como
nanotransportador de moléculas orgdnicas. Para tal fin, se utilizaron nanoparticulas de oro y
magnética las que fueron funcionalizacion en su superficie con dendrones biocompatibles
especificamente sintetizados. El objetivo principal de la dendronizacidn es el aporte de estabilidad
coloidal a las nanoparticulas y funcionalidad superficial para que permitan en una etapa posterior,
la unidn covalente de moléculas especificas, como drogas de uso terapéutico, moléculas
solubilizantes, ligandos diana o moléculas sensibles a estimulos. El proyecto se ha dividido en dos
temas principales de estudio, que se describen a continuacion.

4.1. Modificacion quimica de nanoparticulas de oro por dendronizacion

El objetivo de esta parte del proyecto consistié en la sintesis de NCDs cuyo nucleo inorganico se
encuentra formado por nanoparticulas de oro y utilizando dendrones como ligandos
estabilizantes, con acido carboxilico como grupos funcionales periféricos. En una segunda etapa
se funcionalizaron los NCDs obtenidos en la etapa anterior con arginina. La sintesis y
caracterizaciéon de dichos nanomateriales se llevd a cabo con el objetivo final de evaluados los
NCDs como posibles nanotransportadores para el desarrollo de vacunas anti-VIH, utilizando una
plataforma de células dendriticas. Se utilizardn los NCDs modificados para su estudio in vitro y
para desarrollar terapias que controlen la replicacion del VIH y que mejoren el agotamiento del
sistema inmune haciendo mas efectiva su respuesta contra el VIH.

La sintesis se llevé a cabo a través del método directo siguiendo la metodologia previamente
propuesta por Paezet al. (27), en donde el procedimiento se efectué en etanol como solvente,
usando AuCl,como precursor de las NPs, borohidruro de sodio como reductor y disulfuros
dendriticos de tipo Newkome como ligandos (Figura4).
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Figura 4. Sintesis NCDs

Los NCDs obtenidos fueron caracterizados por espectroscopia FT-IR, espectroscopia UV-Vis,
resonancia magnética nuclear (RMN) y microscopia electrénica de transmision (TEM). Para la
caracterizacion IR de los NCDs sintetizados se compararon los espectros deldisulfuro puro y del
correspondiente NCD. Por otra parte, también se realizaron los espectros de RMN del disulfuro
puro y del correspondiente NCD. Ambas técnicas mostraron que los NCD sintetizados poseen el
dendrén G1-COOH como ligando. El espectro UV-Vis realizado evidencid la presencia de la banda
plasmodnica LSPR de baja intensidad cuyo mdximo se ubica a 540nm. Los resultados obtenidos
indican que las NPs obtenidas son aproximadamente esféricas y de un tamaio inferior los 15 nm.
Por su parte, la microscopia TEM ha mostrado ser muy util para determinar facilmente el tamafio
de las NPs metdlicas. Las imagenes TEM muestran que, efectivamente, las NPs sintetizadas son
cuasi esféricas y de un tamafio menor a los 10nm, en concordancia con los estudios UV-Vis.



Una vez caracterizados los NCD, se procedio a la funcionalizacién de los mismos con arginina. Para
ello se llevaron a cabo dos metodologias. La primera consistio en la unién covalente de la arginina
a través de la formacion de un enlace amida con los acidos carboxilicos del dendrén, utilizando
EDC y NHS como activantes. Por otra parte, se procedio a la union electrostatica de la arginina con
los NCD, incubando durante 30 minutos los NCD en una solucion de arginina en buffer fosfato
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Figura 5. Funcionalizacién deNCDs con arginina.

Una vez finalizados los estudios de caracterizacion de todos los sistemas, éstos se estan probando
en ensayos biomédicos por otros grupos pertenecientes a la RED CYTED.

4.2. Modificacion quimica de nanoparticulas magnéticas por dendronizacion

El objetivoplanteado se basd en la obtencién de nuevos sistemas de nanoparticulas magnéticas
(MNPs) por dendréon. La combinacién de las propiedades superparamagnéticas de las
nanoparticulas de éxido de hierro, capaces de ser direccionadas hacia un sitio especifico mediante
la aplicacién de un campo magnético externo y las propiedades de los dendrones de poder ser
funcionalizados de acuerdo a necesidades concretas, hace a estos nuevos sistemas un potencial
nanotransportador aplicable en nanomedicina. Para tal fin, se realizé la modificacidn quimica de
MNPs usando dendrones del tipo carbosilanos. Se procedié a la dendronizacién de las MNPs
previamente silanizadas con 3-(aminopropil)trietoxisilano (MNP-NH,). Los dendrones carbosilanos
fueron seleccionados con puntos focales -NH, o —Cl. Primero se incorpord en la superficie de
MNP-NH, el dendrén de generacién 2 NH,G,(S-NMe™1), (NH,G,S), conteniendo cuatro cargas
positivas en la periferia (Figura 6).
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Figura 6. Sintesis MNP-urea-G3S

La metodologia de sintesis implica el acoplamiento amino-amino mediante la formacién de un
enlace urea. Por otro lado, se dendronizaron MNP-NH, (Figura 7) mediante alquilacién del grupo
amino usando el dendrén CIG,(Si-NMe*1),. Ambos productos de sintesis fueron caracterizados por
espectroscopia FT-IR, analisis termogravimétrico (TGA), potencial Z, microscopia electrénica de
transmision (TEM) y analisis elemental.
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Figura 7. Sintesis de MNP-NH-G3Si

Tanto para la sintesis de MNP-urea-G,S como para MNP-NH-G,Si, los andlisis de potencial Z
indicaron que el valor aumenta de 0 mV para MNP-NH, a ~33 y ~47 mV, respectivamente (Figura
8). Este cambio en el potencial se debe a la presencia de las cargas positivas en la periferia de los
dendrones. Las imagenes tomadas por microscopia electrénica de transmicion (TEM) indicaron
gue la forma de las MNP no se ven modificadas, y el tamafio y forma permanece estable bajo las
condiciones de reacciodn.
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En la Figura 9 (izq) se muestran los espectros FTIR de las MNPs modificadas con el silano y las
dendronizadas. Se observa la presencia de las bandas caracteristicas de la nanoparticula original
(core) dada por la vibracion del enlace Fe-O a ~590 cm™ de la magnetita. En los espectros
correspondientes a las MNPs dendronizadas se observan las bandas caracteristicas del dendrén a
~1050 cm™ debido al enlace Si-O-Si & simétrico; los picos intensos entre ~1100-1020 cm™
corresponden a las aminas secundarias. Ademas, se observd el aumento y desdoblamiento de la
banda C-N a 1618 cm™, que demuestra la presencia de ambas estructuras. Segun los analisis TGA
(Figura 9), se deduce que la incorporacién y el aumento de la materia organica en las MNP-NH,
fue de aproximadamente un 20% respecto al peso total de las nanoparticulas.
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Figura 9. Espectro FT-IR (izq) y TGA (der) para MNP-NH; (linea verde), MNP-NH-G:Si (linea
violeta) y MNP-urea-G:S (linea roja).

Una vez finalizados los estudios de caracterizacion de todos los sistemas, los mismos seran
utilizados para estudios de interaccidon con péptidos y ensayos de citotoxicidad en células por
varios grupos de la RED CYTED.

En resumen, en este capitulo se han revisado los avances mas recientes en el uso de los NCDs
como nanotransportadores para la administracidon de farmacos destacando la importancia de las
moléculas dendriticas en la estabilizacion de los coloides. Estas nanoparticulas hibridas
(organica/inorganica) han surgido como una solucidn simple para construir sistemas
“terandsticos" que actualmente se encuentran bajo una intensa investigacion.

Por otro lado, se ha mostrado en forma sintética los objetivos y resultados alcanzados en nuestro
proyecto especifico de estudio en el tema de NCDs.

Esperamos que estas plataformas puedan ofrecer un rendimiento superior en aquellas terapias
médicas que requieren el transporte a través de las barreras del tejido, ya que las interacciones
multivalentes son un factor crucial en la explotacién del efecto de permeabilidad mejorada. Esta
razéon claramente podria justificar el mayor costo de sintesis de las moléculas dendriticas.
Ademas, se han discutido temas relacionados a la modificacidn superficial, la ramificacién de los
ligandos y su efecto en las caracteristicas del nanotransportador. Un control preciso de la
cantidad y la distribucidn de los grupos funcionales en las superficies internas y externas de los
NCDs ayudaria a incrementar la carga de fdrmacos hidrofébicos y controlar su tiempo de
liberacién. Sin lugar a dudas, el progreso en el disefio de los NCDs junto con el desarrollo en su
aplicacion en biomedicina brindara resultados exitosos en los préoximos afios.
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