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RESUMEN

Aunque los biomateriales aplicados en biomedicina existen desde hace 9000 afios,
actualmente el numero de aplicaciones ha crecido, son cada vez mas versatiles y
permanentemente existe una busqueda para superar mas cantidad de limitaciones
meédicas y/o farmacoldgicas. Particularmente, ha ido en aumento el interés en los
nanomateriales dada las numerosas ventajas que han demostrado tener. Pero el gran
desafio se encuentra en lograr el disefio de un buen nanomaterial que cumpla su
cometido, y para esto, es necesario apelar a la creatividad de los cientificos. Ellos son
los que trabajan en el desarrollo de nuevas técnicas de sintesis, aprovechan la
posibilidad de utilizar materiales de bajo costo y alta biocompatibilidad o incorporan
bloques de construccion novedosos que aumentan el valor agregado al material final.

Es por esto que, el presente trabajo de Tesis, se enfocé en el desarrollo de diferentes
estrategias de sintesis y modificaciéon de moléculas dendriticas y polimeros, tanto de
origen natural como sintético, para la obtencion de biomateriales altamente novedosos
de tamafio nanométrico, como asi también su caracterizacidén y posibles aplicaciones
en campos relacionados con la biomedicina. En todos los casos, el andlisis de los
resultados se baso en el estudio de la relacion estructura-propiedad.

El trabajo de investigacion se dividié en 3 etapas principales. En un primer lugar, se
plante¢ la sintesis, purificacion y caracterizacion de diferentes moléculas dendriticas
a partir de la modificacion de dendrones comerciales, para poder ser utilizados en un
futuro como bloques de construccién de diversos biomateriales.

En una segunda etapa, se planteé el disefio y la sintesis de distintos nanomateriales
gue se dividieron en 3 clases: a) nanogeles dendriticos inteligentes, con respuesta a
pH y/o temperatura, a partir de monémeros convencionales y un monémero dendritico,
b) nanogeles dendronizados a base de polimeros naturales y c) nanogeles hibridos
en los cuales se combinaron materiales de origen natural y sintético. Para el desarrollo
de estos nanomateriales se utilizaron diferentes técnicas de sintesis y se utilizaron
numerosas técnicas de caracterizacion fisico-quimicas.

La ultima etapa, consistié en estudios de aplicacion en biomedicina de algunos de los
nanogeles sintetizados, mas especificamente orientados a la liberacion controlada de
farmacos y la utilizacion de los nanogeles para el desarrollo de microbicidas tépicos
para la inhibicién del virus del VIH-1.

Los resultados alcanzados han evidenciado la importancia de la funcionalizacion,
particularmente la presencia de un bloque dendritico, en la relacion estructura-
propiedad de los nanogeles sintetizados.

El desarrollo de esta Tesis Doctoral destaca la importancia de realizar un correcto
disefio de sintesis y una profunda caracterizacién de los nanomateriales, para lograr
una correcta deduccion tanto de la arquitectura estructural del sistema como de sus
posibles aplicaciones a futuro. El trabajo presentado ha sido posible gracias a la labor
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interdisciplinaria y al aporte realizado por investigadores de distintas areas. Debido a
la relevancia de los resultados, se espera la continuidad del estudio de aquellos
sistemas que demostraron mejor desempefio con potencialidad para el disefio de
nuevas plataformas con aplicaciones en nanomedicina y generar la posibilidad de que
finalmente puedan ser utilizados en algunas de las aplicaciones para los que fueron
disenados.



Seccion I: Aspectos generales







Aspectos generales Seccionl

ntroduecidn general

A modo introductorio, es necesario establecer el marco tedrico de los
temas que se desarrollaran en los diferentes Capitulos de este trabajo. El
eje central de esta Tesis es biomateriales poliméricos, mas
especificamente, aquellos de tamafio submicrénico. Para esto, el tema ha
sido abordado desde los diferentes bloques de construccion para el
desarrollo de distintos tipos de biomateriales, considerando su obtencion,
origen, caracterizacion y aplicacion final.

En primera instancia, es necesario discutir algunos conceptos basicos que
sustentaran futuras discusiones dentro de este trabajo, como son por un
lado la nanomedicina, la nanotecnologia y los nanogeles, y por el otro, los
biomateriales poliméricos y los materiales a base de moléculas
dendriticas. Sin dudas, es necesario empezar por la comprension del
concepto de biomateriales.

Blomateriales

‘ué sown Los blomateriales?

Es bastante l0gico preguntarse si existe una definicion consensuada del
término biomaterial, y la respuesta deberia ser no. El término
biomateriales se ha utilizado alternativamente para describir materiales
derivados de fuentes bioldgicas o para describir materiales utilizados para
terapias en el cuerpo humano. Pero a lo largo de los afios, la definicion
mas “exacta” de biomateriales ha ido evolucionando y es por esto que, los
profesores Dee, Puleo y Bizios [1] sefialaron en su libro sobre
interacciones tejido-biomaterial que: "cualquier definicion actual de
biomateriales no es perfecta ni completa, pero ... proporciona una
excelente referencia o punto de partida para la discusion". Esto surge
debido a “la primera definicibn consensuada” para un biomaterial
introducida en 1987, que ha sido referenciada con frecuencia en la
literatura, y se remonta al profesor D. F. Williams y asegura que: "un
biomaterial es un material inviable utilizado en un dispositivo médico,
destinado a interactuar con los sistemas biologicos". Sin embargo, el
desarrollo de materiales que contienen células vivas desafia la inclusion
de la palabra inviable en la definicién tradicional de biomaterial. En
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consecuencia, en 1992 se elimind el término inviable y surgié la “segunda
definicion consensuada” la cual determina que un biomaterial es "un
material destinado a interactuar con sistemas biolégicos para evaluar,
tratar, mejorar o reemplazar cualquier tejido, 6rgano o funcién en el
cuerpo”. Pero retomando las palabras de los profesores Dee, Puleo y
Bizios "cualquier definicibn actual de biomateriales no es perfecta ni
completa, pero ... proporciona una excelente referencia o punto de partida
para la discusion”.[2]

Los pr’umems blomateriales

Se podria pensar que los biomateriales son algo moderno pero, en
realidad, la introduccion de materiales no bioldgicos en el cuerpo humano
se remonta a tiempos prehistoricos. La evidencia mas antigua de un
material no biologico interactuando con un organismo vivo fue una flecha
con cabeza de piedra encontrada en la cadera del hombre Kennewick,
nombre dado a los restos de un hombre prehistorico, descubiertos en
1996 en Norte América, el cual se conservo por mas de 9000 afios. Sobre
la flecha se evidencia cicatrizacion, indicando la recuperacién de la
marcha funcional y una elevada tolerancia a la presencia de un cuerpo
extrafno.[2] Los implantes dentales se pueden rastrear hasta los primeros
egipcios. Hallazgos del 2000 a. C. comprueban tratamientos externos de
fracturas, amputaciones y reemplazos exitosos con protesis de madera,
talladas para imitar rasgos anatdOmicos caracteristicos de las
extremidades humanas.

La evidencia mas temprana de la aplicacion de metal para procedimientos
quirargicos es de 1565, que no tuvo éxito debido a infecciones después
de la implantacion.[3] Mas adelante, en 1924 Arthur Zierold [4] documento
la reaccidn de los tejidos vivos frente a materiales como aluminio, plata y
oro, de los cuales determiné que, a pesar de su buena tolerancia, sus
propiedades mecanicas no eran aceptables, lo cual fue el punto de partida
de muchas investigaciones que tenian como fin, elaborar aleaciones entre
metales que combinaran buena tolerancia con caracteristicas mecanicas
aceptables.

La Segunda Guerra Mundial fue el punto de partida para el desarrollo de
nuevos biomateriales y procesos, ante la necesidad de rehabilitar y
mejorar la calidad de vida de los heridos en combate. Aunque cabe aclarar
4
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gue, la sintesis de materiales poliméricos artificiales, pensados como
posibles alternativas a los metales para implantes, resultan anteriores a
este acontecimiento. Entre los éxitos con mas trascendencia en este
periodo histdrico se encuentra el adelanto de los implantes intraoculares
de poli(metil metacrilato) [5] y el establecimiento de Ila
multidisciplinariedad en la ciencia de los materiales, como consecuencia
del trabajo conjunto que desarrollaron profesionales de la medicina,
ingenieros y quimicos.

Desde el nacimiento del campo de la ciencia de los polimeros,
practicamente todos los primeros que se conocen que han sido
sintetizados, encontraron su camino en los estudios quirdrgicos
experimentales, poco después de su invencion, y muchos, perduraron
para convertirse en elementos basicos de la practica clinica.[6—8] Estos
polimeros siguen siendo importantes en la medicina clinica, como
componentes esenciales de dispositivos protésicos permanentes,
incluidos implantes de cadera, lentes artificiales, injertos vasculares de
gran didmetro, catéteres, etc., y la investigacion contindia para optimizar
la estabilidad y el rendimiento de estos materiales in vivo.

Algunos materiales sintetizados y aprobados para su utilizacion en
medicina se detallan en la Tabla I.

Tabla I. Biomateriales y su aplicacion en medicina.

Aplicacién Tipo de material

Aleacion de titanio Ti-Al-V,
acero inoxidable,

Reemplazos de articulaciones
(cadera, rodilla)

polietileno.
Fijacion de fracturas de placa Acero inoxidable, aleacion
Osea de cobalto-cromo.
Cemento 6seo Polimetacrilato de metilo
Sistema - . : . :
" Reparacion de defectos 0seos Hidroxiapatita
esquelético
Tendon y ligamento artificial Tefldn, dacron

Aleacion de titanio Ti-Al-V,
acero inoxidable,
polietileno.

Titanio, alimina, fosfato de
calcio

Implante dental para fijacion de
dientes
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Sistema
cardiovascular

Prétesis de vasos sanguineos

Dacron, teflon, poliuretano

Valvula del corazén

Tejido reprocesado, acero
inoxidable, carbono

Catéter

Caucho de silicona, teflon,
poliuretano

Organos

Corazon artificial

Poliuretano

Plantilla de reparacion de piel

Compuesto de silicona 'y
colageno

Rifion artificial (hemodializador)

Celulosa, poliacrilonitrilo

Maquina corazon-pulmén

Goma de silicona

Sentidos

Reemplazo coclear

Electrodos de platino

Lente intraocular

Poli (metacrilato de metilo),
silicona, caucho, hidrogel

Lentes de contacto

Acrilato de silicona, hidrogel

Vendaje corneal

Colageno, hidrogel

Nawnotecnologin, nanomateriales Y nanomedicing

Por si sola la nanotecnologia se define como el “disefio, caracterizacion,
produccion y busqueda de aplicaciones intencionales en materiales,
estructuras, dispositivos y sistemas, mediante el control de su tamafo y
forma en el rango de la nanoescala” (ver Figura 1).[9] Estos materiales
suelen ser denominados nanomateriales.
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Figura I. Escala desde lo nano a lo macro.

Cuando la nanotecnologia se fusiona con la Medicina surge la
Nanomedicina [10] la cual es altamente interdisciplinaria ya que, para su
desarrollo se requieren conocimientos de diferentes areas tales como
biologia, quimica, fisica, ingenieria, medicina clinica, etc.[11,12]
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El surgimiento de esta rama se debe a que, a pesar del desarrollo de gran
namero de biomateriales, la medicina convencional aun sufria algunas
limitaciones. Muchas enfermedades son originadas por alteraciones en
procesos bioldgicos a nivel molecular o nanoescala. Los genes mutados,
las proteinas mal plegadas y las infecciones causadas por virus o
bacterias pueden provocar un mal funcionamiento de las células o una
falta de comunicacion, lo que a veces, conduce a enfermedades
potencialmente mortales. Estas moléculas y agentes infecciosos tienen
un tamafio dentro de los nandmetros y pueden ubicarse en sistemas
bioldgicos que estan protegidos por barreras de tamafio nanométrico.[9]
Los nanomateriales son similares en escala a las moléculas y sistemas
biologicos, pero pueden disefiarse para tener varias funciones. Es asi
como, intentando superar los desafios y los problemas que enfrenta la
medicina convencional, surge la nanomedicina, buscando aprovechar las
caracteristicas de estos nuevos biomateriales.[13]

Es decir, el campo de la nanomedicina tiene como objetivo utilizar las
propiedades y caracteristicas fisicas de los nanomateriales para el
monitoreo, control, construccion, defensa y mejora de todos los sistemas
biologicos humanos, trabajando a nivel molecular y utilizando
nanodispositivos para el beneficio médico es decir, como se mencioné
anteriormente, la aplicacion de la nanotecnologia a la salud.[9,10]

Ademdés de su surgimiento para cubrir una necesidad, resulta que los
nanomateriales presentan numerosas ventajas. Debido a su pequefio
tamano, algunos nanomateriales pueden atravesar los vasos linfaticos
para llegar a los ganglios linfaticos y ser absorbidos por los macréfagos
residentes.[14] A diferencia de los &omos Yy los materiales
macroscopicos, los nanomateriales tienen una alta relacion area de
superficie/volumen, que puede ser ordenes de magnitud mayor que la de
los materiales macroscépicos.[9] Cortar un cubo de 1 cm en 102! cubos
de 1 nm de lado, cada uno dard como resultado el mismo volumen y masa
general, pero la superficie se incrementara en un factor de 10 millones.
Por tanto, la ventaja de utilizar nanomateriales como portadores, es la
factibilidad de recubrir/modificar su superficie con gran numero de
moléculas especificas. Ademas, pueden poseer propiedades Opticas,
electronicas, magnéticas y biologicas adaptables, y pueden disefarse
para tener diferentes tamafios (en el rango nanomeétrico), formas,
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composiciones y caracteristicas quimicas o fisicas de la superficie y
estructuras huecas o sélidas.[15,16]

Estas propiedades se estan incorporando a las nuevas generaciones de
farmacos, vehiculos para administracion de farmacos, terapias, agentes
de contraste y dispositivos de diagnostico con imagenes in Vvivo,
diagnadstico in vitro, implantes activos [17], cribado de células y tejidos [18]
y direccionamiento in vivo de tumores con el uso de nanoparticulas
recubiertas con anticuerpos, péptidos u oligonucleétidos plegados en
estructuras complejas llamadas aptameros.[19,20] Ademas, los
nanomateriales se estan utilizando como plataformas para disefar
agentes multifuncionales con capacidades diagndsticas, terapéuticas y
antioxidantes.[21-23]

Actualmente, la nanomedicina puede ser responsable del diagnostico,
tratamiento y prevencion de enfermedades, y del alivio del paciente
mejorando su calidad de vida.[24] Algunos nanodispositivos se
encuentran actualmente en investigacion clinica o han sido aprobados por
la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) para uso en humanos
[16,25,26], 0 se estan realizando estudios de prueba de concepto de
nanomateriales en cultivos celulares y modelos de animales pequefios
para aplicaciones médicas.[27—-29] Algunos de estos nanomateriales se
detallan en la Tabla Il.

Tabla Il. Ejemplo de nanomateriales en uso clinico.

: Nombre . . Estado
Nanomaterial : Aplicacion Objetivo
comercial actual
. . Aprobado
Feridex Higado
g por la FDA
. Contraste de . Aprobado
Resovista . Higado P
resonancia por la FDA
Oxido de magnética . En ensayos
. . Ganglios L
. hierro Combidex o clinicos de
Metalico linfaticos
fase 3
. . En ensayos
NanoTherm Ter(ilpla del Diversas clinicos de
cancer formas
fase 3
. Diagndstico - Aprobado
Oro Verigene ! .g . I Genético P
in vitro por la FDA




Aspectos generales

. . En ensayos
. Terapia del Diversas _ y
Aurinmune i clinicos de
cancer formas
fase 2
. Cabezay En ensayos
Terapia del .
Coreshell Auroshell ,p cuello clinicos de
cancer
fase 1
P Tumores,
Puntos cuéanticos, Contraste . .. Solo para
. . células, tejidos
Semiconductor | Quantum EviTags, fluorescente, estructuras uso de
dot nanocristales diagnostico y L investigacio
. e de deteccién
semiconductores in vitro n
molecular
. Aprobado
Proteina Abraxane Pecho P
por la FDA
. Doxil / Caelyx Diversas Aprobado
Liposoma
formas por la FDA
Leucemia
Oncaspar . L . Aprobado
linfoblastica
. . por la FDA
Polimero Terapia del aguda
L. cancer . Ensayos
Organico CALAA-01 Diversas o y
clinicos de
formas
fase 2
Para
Micela Genexol-PM Diversas ensayos
formas clinicos de
fase 3
En ensayos
Dendrimero VivaGel Microbicida | Cervicovaginal | clinicos de
fase 2

BLomateriales poLLmér’wos

El enfoque de esta Tesis es el disefio de polimeros destinados a
aplicaciones biomédicas, con énfasis en las nuevas aplicaciones
emergentes que impulsan una expansion del campo de biomateriales
poliméricos, por eso es importante ahondar un poco mas en esta area.

Si bien los materiales poliméricos han existido en la tierra desde su origen,
y la vida no seria posible si no existieran el ADN, los polisacaridos o las
proteinas, fue recién llegado el afio 1833 que la palabra "polimero” fue
introducida por el quimico sueco J. J. Berzelius.[30] Aunque la definicion
de entonces dista bastante de la actual, ya que utilizé este termind para
describir los compuestos organicos que comparten idénticas férmulas
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empiricas, pero difieren en el peso molecular. Considero, por ejemplo, que
el benceno (CeHs) era un polimero de etino (C2H2).[30,31] Fue recién en
1926 que H. Staudinger expone su hipotesis de que un polimero es una
larga cadena de unidades pequeias unidas por enlaces covalentes. Para
después, en 1953 recibir el Premio Nobel de Quimica por sus
descubrimientos en el campo de la quimica macromolecular.[32,33]

A pesar de la falta de un término que los definiera, los polimeros sintéticos
existen desde mediados del siglo XIX y se comercializaron desde el siglo
XX con marcas tales como celuloide (nitrato de celulosa) y baquelita
(resina de fenol formaldehido).[34]

Los polimeros se convirtieron en la base de importantes productos
industriales. Su rapido crecimiento en la produccion se debid, ademas de
factores sociales, a la necesidad de reemplazar los materiales clasicos.
De hecho, en 1939, DuPont introdujo el nylon en el mercado, debido a la
escases de seda, un recurso natural.[35]

En principio, estos materiales eran bastante simples, pero cumplian las
exigencias requeridas por la sociedad. Sin embargo, la fabricacion de
materiales plasticos cada vez mas sofisticados se debio a las crecientes
demandas de la época.

Hoy en dia los polimeros sintéticos pueden ser clasificados segun su
conformacion en: a) homopolimericos; cuando la red polimérica deriva de
una unica especie de mondémero o polimero o b) copoliméricos, cuando
estan compuestos por dos 0 mas especies de monémeros o polimeros
diferentes, dispuestos en una configuracion aleatoria, de bloques o
alternada a lo largo de la cadena del polimero.[36] Ademas, pueden ser
divididos de acuerdo con su arquitectura molecular y a su evolucién en el
tiempo, en cuatro categorias principales: lineales, entrecruzados,
ramificados y estructuras dendriticas , Figura 11.[37] Los polimeros
dendriticos, por su parte, forman una nueva clase de macromoléculas con
interesantes alternativas estructurales y funcionales y, en las ultimas dos
décadas, han atraido considerable interés como nanomateriales o
bloques de construccion.

11
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Figura Il. Esquema de evolucidon de los polimeros y su clasificacion.

En cuanto al uso de polimeros en medicina, como se menciono
anteriormente, muchos de los primeros polimeros sintéticos encontraron
su camino en los procedimientos quirdrgicos y perduraron para
convertirse en elementos basicos de las préacticas clinicas, incluso en la
actualidad. Las suturas de nylon, el uso en cirugia de p(metilmetacrilato)
(PMMA), el poliéster de dacron y el cloruro de polivinilo por ejemplo,
hicieron su aparicion en reportes y articulos de revision en importantes
revistas medicas a mediados de la década de 1940.[7,8] Los
polianhidridos se consideraron por primera vez en la década de 1930 para
aplicaciones comerciales en textiles, pero eran demasiado inestables y no
continué su desarrollo hasta que se evidencid su capacidad de
degradacion, haciéndolos muy adecuados como sistemas de
administracion de farmacos biodegradables.[38] Todos estos polimeros
fueron y siguen siendo, ejemplos de polimeros importantes en la medicina
clinica como componentes esenciales de los dispositivos protésicos
permanentes, incluidos los implantes de cadera, lentes artificiales, injertos
vasculares de gran diametro, catéteres, etc. y la investigacion continta
para optimizar la estabilidad y el rendimiento de estos materiales in vivo.

Si bien las aplicaciones originales de los polimeros en cirugia se centraron
principalmente, en los reemplazos de los tejidos conectivos, desde hace
un tiempo, estan surgiendo diferentes y nuevas aplicaciones como

12
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resultado de los principales avances en las ciencias de la biologia celular
molecular y la biologia del desarrollo. Una serie de novedosos farmacos
basados en proteinas y acidos nucleicos, que no pueden ser
administrados en forma de un clasico comprimido, estan impulsando
nuevos polimeros implantables para la administracién controlada de
farmacos y la terapia génica.[6,39] Las aplicaciones en el campo
relativamente nuevo de la ingenieria de tejidos, donde los polimeros se
utilizan para ayudar a la regeneracion de estructuras tridimensionales de
tejidos y 6rganos, son mas incipientes y estan mas integradas con las
demandas bioldgicas.[6] Los polimeros mas ampliamente utilizados en
esta area son los geles hidrdéfilos, que generalmente se denominan
hidrogeles, un material que exhibe la capacidad de hincharse y retener
una fraccion significativa de agua dentro de su estructura, pero sin
disolverse.[36] Los hidrogeles han recibido una atencidn considerable en
los ultimos 60 afios debido a que poseen un amplio grado de flexibilidad,
muy similar al tejido natural. La capacidad de estos materiales para
absorber agua surge de grupos funcionales hidrofilicos unidos a la
estructura polimérica, mientras que, su resistencia a la disolucion surge
de los enlaces cruzados entre las cadenas de la red.[40] Los hidrogeles
se pueden sintetizar a partir de componentes puramente sintéticos o
naturales, o una mezcla de ambos. A lo largo de las décadas, se ha
logrado disefiar polimeros sintéticos con estructuras bien definidas que
pueden modificarse para producir una degradabilidad y una funcionalidad
adaptables. Estos materiales se pueden sintetizar con procedimientos de
un solo paso como polimerizacion y reticulacion paralela de mondémeros
multifuncionales, asi como procedimientos de multiples pasos que
implican la sintesis de polimero lineales que tienen grupos reactivos y su
reticulacion subsecuente, o también haciendo reaccionar polimeros con
agentes de reticulacién adecuados.[40] Se pueden disefar y sintetizar
estas redes de polimeros con control a escala molecular sobre la
estructura, como la densidad de reticulacién, y con propiedades
personalizadas, como la biodegradacion, la resistencia mecanica y la
respuesta quimica y biolégica a los estimulos.[41]

El campo de aplicacion de los polimeros como biomateriales es inmenso
y crece cada dia mas con la creatividad de los cientificos, que buscan
solucionar limitaciones y problemas de la medicina moderna, sobre todo
con el desarrollo de los denominados polimeros “inteligentes” o estimulo

sensibles, es decir aquellos que responden a un estimulo del medio, los
13
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cuales se pueden encontrar en todas partes, por ejemplo, en
ordenadores, televisores, automaviles, lentes de contacto, indumentaria 'y
en una amplia variedad de aplicaciones médicas.[42] Existen nhumerosos
materiales diseflados para responder a diversos estimulos, tales como
temperatura, pH, fuerza ionica, luz, campo magnético, y biomoléculas,
pudiendo responder con un cambio en su grado de hinchamiento,
jonizacion o degradacion. La respuesta de los hidrogeles esta
determinada por el tipo de monémero o polimero utilizado y/o cualquier
post-modificacién realizada.[43] Este tipo de respuestas son utilizadas
principalmente para la liberacién controlada de farmacos en lugares y
momentos especificos.

Blonmwateriales dewndriticos

Los dendrimeros son considerados por algunos autores como
contenedores a nanoescala [44] y aunque son moléculas individuales,
pueden contener un numero muy elevado de grupos funcionales en su
superficie. Esta caracteristica, hace a estas moléculas particularmente
atractivas para aplicaciones donde es importante la conexion covalente o
no covalente o la proximidad con otras especies.

El campo de los dendrimeros se desarrollo a finales de 1970 [45] y
principios de 1980 [46-48] y se ha disparado durante la ultima
década.[49-53] Esta situacion se debe, mas alla del atractivo estético, a
su gran potencial para aplicaciones en biologia y ciencia de materiales.
Estas estructuras seran definidas y descriptas con mas detalle en el
Capitulol.

Pertenecen a la familia de los polimeros por su estructura repetitiva. Sin
embargo, los dendrimeros se diferencian de los polimeros clasicos por el
estricto control de su estructura. De hecho, las estructuras dendriticas
nunca se sintetizan mediante reacciones de polimerizacién, sino paso a
paso, generalmente mediante la reiteracion de dos pasos de reaccion
cuantitativos.[54,55]

El disefio, la sintesis y arquitectura detras de los materiales
dendronizados o dendriticos, precisa un elevado control sobre las
propiedades buscadas en el material sintético, el cual involucra maltiples
conceptos y disciplinas. De esta manera, la habilidad para predecir, y

14
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quizas llegar a controlar, la relacion estructura/propiedad a partir de la
utilizacion de diferentes building blocks, constituye un enfoque
meramente multidisciplinario en relacion con la preparacion de materiales
con novedosas funcionalidades. Todo esto, ha llevado a la generacion de
numerosos tipos de materiales en los que se han combinado estructuras
dendriticas con otro tipo de fragmentos, como polimeros
lineales/entrecruzados o0 sistemas nanoestructurados, generando
arquitecturas muy interesantes y novedosas. La Figura Ill muestra
algunas de estas diferentes arquitecturas.[56,57]

NPs estabilizadas
por dendrimeros

\% £ : 4 Polimero
z{\f\ = SRS Tipo Collar

Polimeros con TS&-{K
extremos
dendriticos Polimero
dendritico/
Dendrimero con dendronizade

corazén de NPs

‘j% A NPs encapsuladas
% % 1 por dendrimeros

Polimeros dendriticos y
NPs tipo core-shell

Figura lll. Tipos de arquitecturas con estructuras dendriticas.

La innovacion de la arquitectura y la estructura en la quimica
macromolecular, ha sido uno de los avances mas importantes en el
abordaje de nuevas aplicaciones potenciales en diferentes areas, no solo
en la biomedicina [44], sino también en el almacenamiento de energia
[58], catalisis [55], recubrimientos auto-cicatrizantes [59], captacion,
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emision y amplificacion de luz [60], entre otras. Como ya se menciono
anteriormente, se ha demostrado cémo la unidbn de moléculas
multirramificadas (ya sea por interacciones covalentes o no covalentes),
producen un cambio significativo en las propiedades del material
final.[53,61,62] Y, en un futuro, probablemente se podra conducir a su uso
incluso en nuevas aplicaciones y a mejorar los niveles de
comercializacion.

Cabe aclarar que, la obtencion de dendrimeros es un proceso complicado,
siendo asi la utilizacion de dendrones una alternativa mas conveniente.
La utilizacion de dendrones permite acelerar la sintesis, reducir el nUmero
de etapas de reaccion y facilitar los tediosos procedimientos de
purificacion, mientras que, al mismo tiempo disminuye la necesidad de
niveles excesivos de reactivos. De hecho, ya han sido utilizados en
diferentes ocasiones como bloques de construccion, brazos espaciadores
o agentes de funcionalizacion. [63—-66] Ciertos aspectos del
comportamiento de los dendrones estan dominados por caracteristicas
estructurales y geométricas, ya que los grupos funcionales en la periferia
(polar o no polar) y su arquitectura o tamafio definen su disposicion
espacial y sus propiedades finales.

No obstante, las propiedades dendriticas, las cuales seran detalladas en
el Capitulo 1, en adicién a las propiedades fisicoquimicas, su complejidad
y su costo, limitan su aplicacién. Por esta razon, incluir moléculas
dendriticas como builindg blocks en materiales convencionales, como un
polimero convencional lineal o entrecruzado, e incluso superficies de
distintos tipos, constituye una ruta mas ventajosa para obtener materiales
con caracteristicas unicas.

De esta manera, la combinacion de las propiedades dendriticas (que
seran detalladas en la Parte | de la seccion Il de esta Tesis) con otras
estructuras, genera un valor agregado importante en el material final.[67]
Con respecto a la incorporacion de dendrones en los materiales, las
estrategias sintéticas mas utilizadas consisten en: (a) acomplamiento de
moléculas dendriticas con polimeros (graft-to); (b) crecimiento de una
molécula dendritica desde la cadena polimérica (crecimiento divergente o
graft-from); (c) crecimiento de una cadena polimérica desde el punto focal
de un dendrén por un proceso de polimerizacién del monémero dendritico
(via del macromondmero dendritico), Figura 1V.[56]
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Figura IV. Rutas sintéticas para la obtencién de polimeros dendriticos o dendronizados.

Por un lado, al utilizar las vias graft-to o graft-from, se puede partir de
materiales ya conocidos caracterizados, para modificarlos a medida, de
acuerdo con las necesidades, y obtener los denominados polimeros
dendronizados. De esta manera, se pueden seguir los cambios en las
caracteristicas y propiedades iniciales del material a medida que se
avanza en la modificacion.[68—70]

En cuanto a la via del macromondémero dendritico, los dendrones son
unidos a otra molécula o mondémero que contenga un grupo polimerizable,
por lo general un doble enlace, pudiendo ser tanto por una metodologia
convergente como divergente. Posteriormente, el monémero dendritico
generado es polimerizado, formando asi un polimero dendritico. Los
principales beneficios de esta ruta radican en que los dendrones son
colocados con precision a lo largo del polimero formado. Se han
empleado diferentes métodos de polimerizacion, no solo la polimerizacion
por radicales libres [49,71,72] sino por ejemplo, polimerizacion por
adicion, fragmentacion y transferencia de cadena reversible (RAFT) [73—
75], polimerizacion por metatesis de apertura de anillos (ROMP) [76-78],
polimerizacién por apertura de anillo (ROP) [79], policondensacién de
Suzuki (SPC) [80-82], polimerizacion de insercion [83], acoplamiento de
Stille [84,85], acoplamiento de Heck [86] y polimerizacién radicalaria
controlada por transferencia atomica (ATRP) [87-89].
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El propdsito detras del disefio de materiales que incorporan estructuras
dendriticas, es lograr propiedades funcionales nuevas o especificas y
deseadas, ya sea utilizando estructuras disponibles comercialmente o
mediante modificacibn quimica de las mismas. Por lo tanto, la
combinacion o adaptacién de cada componente de un material dendritico
en la arquitectura deseada, se convierte en la clave para comprender las
propiedades y aplicaciones finales. Algunas metodologias recientemente
publicadas, han surgido a partir del avance de la nanotecnologia y de esta
manera proporcionan herramientas poderosas para la preparacion de
nuevos materiales dendriticos, o que permite un control estricto del
tamafo, la forma y la precision en la generacion y funcionalidad quimica
deseada.[90]

Como se ha destacado, la dendronizacion resulta muy interesante como
alternativa para disefiar polimeros a medida (taylor made) con
propiedades especificas. Se ha demostrado que la estructura quimica, la
generacion o el tamafo de la molécula dendritica y el grado de
dendronizacion, asi como la arquitectura que estas moléculas le otorgan
al material, determinan el comportamiento final, generando sistemas de
estudio mas que interesantes y prometedores.[50,51,61,70,91]

Teniendo en cuenta todo lo antes expuesto, resulta interesante el
desarrollo de biomateriales de tamafio nanomeétrico que incluyan
polimeros o compuestos de origen natural, polimeros termo o pH
responsivos 0 bloques dendriticos en su estructura, o incluso una
combinacion de ellos para lograr un sinergismo en las propiedades y
caracteristicas del material final, que los vuelvan eficientes para su
aplicacion en nanomedicina.

18



Aspectos generales Seccionl

Bibliografia

(1]

(2]
(3]
(4]
(5]

(6]
[7]
(8]

(9]
(10]

(11]

(12]

(13]

(14]

(15]

(16]

(17]

(18]

(19]

(20]

(21]

(22]

K.C. Dee, D.A. Puleo, R. Bizios, An introduction to tissue-biomaterial interactions, John Wiley &
Sons, 2003.

Jeffrey 0. Hollinger, AN INTRODUCTION TO BIOMATERIALS, 2nd ed., 2019.
S. V Bhat, Biomaterials 2nd edn (Harrow: Alpha Science International), (2005).
A.A. Zierold, Reaction of bone to various metals, Arch. Surg. 9 (1924) 365-412.

J.J. Garzon, Andrés, O., Aguirre, Nelly O., Olaya, Estado del arte en biocompatibilidad de
recubrimientos, Vision Electronica. 9 (2012) 160-177.

L.G. Griffith, Polymeric biomaterials, Biomed. Mater. 48 (1999) 83-119.
G. Blaine, The uses of plastics in surgery, Lancet (London, England). 2 (1946) 525-528.

F.D. Ingraham, E.J. Alexander, D.D. Matson, Synthetic plastic materials in surgery, N. Engl. J.
Med. 236 (1947) 402-407.

B.Y.S. Kim, J.T. Rutka, W.C.W. Chan, Nanomedicine, N. Engl. J. Med. 363 (2010) 2434—-2443.

G. Choi, H. Piao, M.H. Kim, J.H. Choy, Enabling Nanohybrid Drug Discovery through the Soft
Chemistry Telescope, Ind. Eng. Chem. Res. 55 (2016) 11211-11224.

S. Krol, R. Macrez, F. Docagne, G. Defer, S. Laurent, M. Rahman, M.J. Hajipour, P.G. Kehoe,
M. Mahmoudi, Therapeutic benefits from nanoparticles: The potential significance of
nanoscience in diseases with compromise to the blood brain barrier, Chem. Rev. 113 (2013)
1877-1903.

H.-E. Schaefer, Nanoscience: the science of the small in physics, engineering, chemistry, biology
and medicine, Springer Science & Business Media, 2010.

G. Chen, I. Roy, C. Yang, P.N. Prasad, Nanochemistry and Nanomedicine for Nanoparticle-
based Diagnostics and Therapy, Chem. Rev. 116 (2016) 2826—-2885.

P.F.H. Mukesh G. Harisinghani, Jelle Barentsz, and R.W. Willem M. Deserno, Shahin
Tabatabaei, Christine Hulsbergen van de Kaa, Jean de la Rosette, Noninvasive Detection of
Clinically Occult Lymph-Node Metastases in Prostate Cancer Mukesh, N. Engl. J. Med. 348
(2003) 687—696.

Y. Xia, Y. Xiong, B. Lim, S.E. Skrabalak, Shape-controlled synthesis of metal nanocrystals:
Simple chemistry meets complex physics, Angew. Chemie - Int. Ed. 48 (2009) 60-103.

D. Peer, J.M. Karp, S. Hong, O.C. Farokhzad, R. Margalit, R. Langer, Nanocarriers as an
emerging platform for cancer therapy, Nat. Nanotechnol. 2 (2007) 751-760.

J. Shi, A.R. Votruba, O.C. Farokhzad, R. Langer, Nanotechnology in drug delivery and tissue
engineering: From discovery to applications, Nano Lett. 10 (2010) 3223-3230.

P.K. Chattopadhyay, D.A. Price, T.F. Harper, M.R. Betts, J. Yu, E. Gostick, S.P. Perfetto, P.
Goepfert, R.A. Koup, S.C. De Rosa, M.P. Bruchez, M. Roederer, Quantum dot semiconductor
nanocrystals for immunophenotyping by polychromatic flow cytometry, Nat. Med. 12 (2006) 972—
977.

S. Kim, Y.T. Lim, E.G. Soltesz, A.M. De Grand, J. Lee, A. Nakayama, J.A. Parker, T. Mihaljevic,
R.G. Laurence, D.M. Dor, L.H. Cohn, M.G. Bawendi, J. V. Frangioni, Near-infrared fluorescent
type Il quantum dots for sentinel lymph node mapping, Nat. Biotechnol. 22 (2004) 93-97.

X. Gao, Y. Cui, R.M. Levenson, L.W.K. Chung, S. Nie, In vivo cancer targeting and imaging with
semiconductor quantum dots, Nat. Biotechnol. 22 (2004) 969-976.

W.H. Suh, Y.H. Suh, G.D. Stucky, Multifunctional nanosystems at the interface of physical and
life sciences, Nano Today. 4 (2009) 27-36.

J.H. Park, L. Gu, G. Von Maltzahn, E. Ruoslahti, S.N. Bhatia, M.J. Sailor, Biodegradable

19



_ Aspectos generales

(23]

[24]

[25]

[26]

[27]

(28]

[29]

[30]

[31]
[32]

[33]

[34]

[35]

[36]
[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

20

luminescent porous silicon nanoparticles for in vivo applications, Nat. Mater. 8 (2009) 331-336.

N. Gharbi, M. Pressac, M. Hadchouel, H. Szwarc, S.R. Wilson, F. Moussa, [60]fullerene is a
powerful antioxidant in vivo with no acute or subacute toxicity, Nano Lett. 5 (2005) 2578—-2585.

Y. Gao, J. Xie, H. Chen, S. Gu, R. Zhao, J. Shao, L. Jia, Nanotechnology-based intelligent drug
design for cancer metastasis treatment, Biotechnol. Adv. 32 (2014) 761-777.

T.D. McCarthy, P. Karellas, S.A. Henderson, M. Giannis, D.F. O’'Keefe, G. Heery, J.R.A. Paull,
B.R. Matthews, G. Holan, Dendrimers as drugs: Discovery and preclinical and clinical
development of dendrimer-based microbicides for HIV and STI prevention, Mol. Pharm. 2 (2005)
312-318.

M.E. Davis, J.E. Zuckerman, C.H.J. Choi, D. Seligson, A. Tolcher, C.A. Alabi, Y. Yen, J.D. Heidel,
A. Ribas, Evidence of RNAi in humans from systemically administered siRNA via targeted
nanoparticles, Nature. 464 (2010) 1067-1070.

U. Resch-Genger, M. Grabolle, S. Cavaliere-Jaricot, R. Nitschke, T. Nann, Quantum dots versus
organic dyes as fluorescent labels, Nat. Methods. 5 (2008) 763-775.

G.J. Hutchings, Nanocrystalline gold and gold palladium alloy catalysts for chemical synthesis,
Chem. Commun. (2008) 1148-1164.

Z. Liu, X. Li, S.M. Tabakman, K. Jiang, S. Fan, H. Dai, Multiplexed multicolor raman imaging of
live cells with isotopically modified single walled carbon nanotubes, J. Am. Chem. Soc. 130
(2008) 13540-13541.

A.D. Wilson, J. Nicholson, H. Prosser, Waterborne coatings, Springer Science & Business
Media, 1991.

D. Feldman, Polymer History, Des. Monomers Polym. (2012) 1-15.

H.A. Bruson, H. Staudinger, “Cyclopentadiene Rubber” A. New Cyclic Synthetic Polymerization
Product, Ind. Eng. Chem. 18 (1926) 381-383.

J.E. Bertolini, Cbmo ganar el Premio Nobel de Quimica (PQN), in: An. La Real Soc. Espafiola
Quimica, Real Sociedad Espafiola de Quimica, 2009: pp. 234—-238.

A.A. Aldana, Dendronizacién de polimeros biocompatibles. Obtencién de nuevos materiales de
interes bioldgico, Tesis Doctoral, Universidad Nacional de Cérdoba, 2013. gfgfdgfdgfdg.

J. V Kurian, A new polymer platform for the future—Sorona® from corn derived 1, 3-propanediol,
J. Polym. Environ. 13 (2005) 159-167.

J. Kopedek, Hydrogel biomaterials: A smart future?, Biomaterials. 28 (2007) 5185-5192.

D.A. Tomalia, J.M.J. Fréchet, Discovery of dendrimers and dendritic polymers: A brief historical
perspective, J. Polym. Sci. Part A Polym. Chem. 40 (2002) 2719-2728.

J. Tamada, R. Langer, The development of polyanhydrides for drug delivery applications., J.
Biomater. Sci. Polym. Ed. 3 (1992) 315-353.

D.W. Losordo, P.R. Vale, J.F. Symes, C.H. Dunnington, D.D. Esakof, M. Maysky, A.B. Ashare,
K. Lathi, J.M. Isner, Gene therapy for myocardial angiogenesis: initial clinical results with direct
myocardial injection of phVEGF165 as sole therapy for myocardial ischemia, Circulation. 98
(1998) 2800-2804.

E.M. Ahmed, Hydrogel: Preparation, characterization, and applications: A review, J. Adv. Res. 6
(2015) 105-121.

S. Burkert, T. Schmidt, U. Gohs, H. Dorschner, K.-F. Arndt, Cross-linking of poly(N-vinyl
pyrrolidone) films by electron beam irradiation, Radiat. Phys. Chem. 76 (2007) 1324-1328.

Y. Dahman, Biomaterials Science and Technology: Fundamentals and Developments, Taylor &
Francis Group, 2019.

S. Nayak, L. Andrew Lyon, Soft nanotechnology with soft nanoparticles, Angew. Chemie - Int.
Ed. 44 (2005) 7686—7708.



Aspectos generales Seccionl

[44] S. Svenson, D.A. Tomalia, Dendrimers in biomedical applications-reflections on the field, Adv.
Drug Deliv. Rev. 64 (2012) 102-115.

[45] E. Buhleier, “Cascade” and “Nonskid-Chain-like” Syntheses of Molecular Cavity Topologies,
Synthesis (Stuttg). 2 (1978) 155-158.

[46] D. Astruc, F. Chardac, Dendritic catalysts and dendrimers in catalysis, Chem. Rev. 101 (2001)
2991-3023.

[47] D.A. Tomalia, H. Baker, J. Dewald, M. Hall, G. Kallos, S. Martin, J. Roeck, J. Ryder, P. Smith,
Dendritic macromolecules: synthesis of starburst dendrimers, Macromolecules. 19 (1986) 2466—
2468.

[48] D.A. Tomalia, H. Baker, J. Dewald, M. Hall, G. Kallos, S. Martin, J. Roeck, J. Ryder, P. Smith, A
New Class of Polymers: Starburst-Dendritic Macromolecules, Polym. J. 17 (1985) 117-132.

[49] J.C. Cuggino, C.I. Alvarez I., M.C. Strumia, P. Welker, K. Licha, D. Steinhilber, R.C. Mutihac, M.
Calderén, Thermosensitive nanogels based on dendritic polyglycerol and N-isopropylacrylamide
for biomedical applications, Soft Matter. 7 (2011) 11259-11266.

[50] G.N. Rimondino, E. Miceli, M. Molina, S. Wedepohl, S. Thierbach, E. Ruhl, M. Strumia, M.
Martinelli, M. Calderén, Rational design of dendritic thermoresponsive nanogels that undergo
phase transition under endolysosomal conditions, J. Mater. Chem. B. 5 (2017) 866-874.

[51] A.A. Aldana, B. Barrios, M. Strumia, S. Correa, M. Martinelli, Dendronization of chitosan fi Ims :
Surface characterization and biological activity, REACT. 100 (2016) 18-25.

[52] N.Dib, L. Fernandez, L. Otero, M. Santo, M. Calderén, M. Martinelli, M. Strumia, First generation
newkome-type dendrimer as solubility enhancer of antitumor benzimidazole carbamate, J. Incl.
Phenom. Macrocycl. Chem. 82 (2015) 351-359.

[53] M. Calderén, M.A. Quadir, M. Strumia, R. Haag, Functional dendritic polymer architectures as
stimuli-responsive nanocarriers, Biochimie. 92 (2010) 1242-1251.

[54] A.M. Caminade, A. Ouali, R. Laurent, C.O. Turrin, J.P. Majoral, The dendritic effect illustrated
with phosphorus dendrimers, Chem. Soc. Rev. 44 (2015) 3890—-3899.

[55] A.-M. Caminade, C.-O. Turrin, R.L. Armelle Ouali, B. Delavaux Nicot, Dendrimers: Towards
Catalytic, Material and Biomedical uses, 1st ed., 2012.

[56] J.l. Paez, M. Martinelli, V. Brunetti, M.C. Strumia, Dendronization: A useful synthetic strategy to
prepare multifunctional materials, Polymers (Basel). 4 (2012) 355-395.

[57] Y. Zheng, S. Li, Z. Weng, C. Gao, Hyperbranched polymers: advances from synthesis to
applications, Chem. Soc. Rev. 44 (2015) 4091-4130.

[58] M.B. Sassin, J.W. Long, J.M. Wallace, D.R. Rolison, Routes to 3D conformal solid-state dielectric
polymers: Electrodeposition versus initiated chemical vapor deposition, Mater. Horizons. 2
(2015) 502-508.

[59] M. Scheiner, T.J. Dickens, O. Okoli, Progress towards self-healing polymers for composite
structural applications, Polymer (Guildf). 83 (2016) 260—282.

[60] S.M. Grayson, J.M.J. Fre, Convergent Dendrons and Dendrimers: from Synthesis to
Applications, Chem. Rev. 101 (2001) 3819-3867.

[61] S.D. Garcia Schejtman, S. Marzini Irranca, C.I. Alvarez Igarzabal, M. Martinelli, Redefining the
chemistry of super-macroporous materials: When dendritic molecules meet polymer cryogels,
Polym. Chem. 11 (2020) 4507-4519.

[62] R. Soleyman, M. Adeli, Impact of dendritic polymers on nanomaterials, (2015) 10-24.

[63] B.Huang, D.A. Tomalia, Poly(ether) dendrons possessing phosphine focal points for stabilization
and reduced quenching of luminescent quantum dots, Inorganica Chim. Acta. 359 (2006) 1961—
1966.

[64] T.J.Cho, R.A. Zangmeister, R.l. MacCuspie, A.K. Patri, V.A. Hackley, Newkome-type dendron-

21



_ Aspectos generales

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

22

stabilized gold nanoparticles: synthesis, reactivity, and stability, Chem. Mater. 23 (2011) 2665—
2676.

C. Ozawa, H. Hojo, Y. Nakahara, H. Katayama, K. Nabeshima, T. Akahane, Y. Nakahara,
Synthesis of glycopeptide dendrimer by a convergent method, Tetrahedron. 63 (2007) 9685—
9690.

S. Han, T. Yoshida, T. Uryu, Synthesis of a hew polylysine-dendritic oligosaccharide with alkyl
spacer having peptide linkage, Carbohydr. Polym. 69 (2007) 436-444.

M. Calder6n, M. Strumia, HYPERBRANCHED AND HIPERFUNCTIONALIZED MATERIALS
FROM DENDRITIC CHEMISTRY (MATERIALES HIPERRAMIFICADOS E
HIPERFUNCIONALIZADOS DERIVADOS DE LA QUIMICA DENDRITICA), Rev. Latinoam.
Metal. y Mater. (2012) 2—-14.

A.P. Rosso, M. Martinelli, Preparation and characterization of dendronized chitosan/gelatin-
based nanogels, Eur. Polym. J. 124 (2020) 109506.

A.A. Aldana, M.C. Strumia, M. Martinelli, The Cooperative Effect in Dendronized Chitosan
Microbeads, Aust. J. Chem. 68 (2015) 1918.

S.D. Garcia Schejtman, R. Toselli, M.C. Strumia, M. Martinelli, Gelatin films dendronized
selectively on one side: enhancing antimicrobial properties and water repellence, Polym. Bull. 72
(2015) 3043-3062.

E. Miceli, S. Wedepohl, E.R. Osorio Blanco, G.N. Rimondino, M. Martinelli, M. Strumia, M.
Molina, M. Kar, M. Calderén, Semi-interpenetrated, dendritic, dual-responsive nanogels with
cytochrome c corona induce controlled apoptosis in HelLa cells, Eur. J. Pharm. Biopharm. 130
(2018) 115-122.

F. Schneider, A. Balaceanu, A. Feoktystov, V. Pipich, Y. Wu, J. Allgaier, W. Pyckhout-Hintzen,
A. Pich, G.J. Schneider, Monitoring the internal structure of poly(N -vinylcaprolactam) microgels
with variable cross-link concentration, Langmuir. 30 (2014) 15317-15326.

A. Zhang, L. Okrasa, T. Pakula, A.D. Schliter, Homologous Series of Dendronized
Polymethacrylates with a Methyleneoxycarbonyl Spacer between the Backbone and Dendritic
Side Chain: Synthesis, Characterization, and Some Bulk Properties, J. Am. Chem. Soc. 126
(2004) 6658—6666.

A. Zhang, B. Zhang, E. Wachtersbach, M. Schmidt, A.D. Schliter, Efficient synthesis of high
molar mass, first- to fourth-generation distributed dendronized polymers by the macromonomer
approach., Chemistry. 9 (2003) 6083—6092.

A. Zhang, L. Wei, A.D. Schiluter, Narrowly distributed dendronized polymethacrylates by
reversible addition-fragmentation chain transfer (RAFT) polymerization, Macromol. Rapid
Commun. 25 (2004) 799-803.

K.O. Kim, T. Choi, Synthesis of Rod-Like Dendronized Polymers Containing G4 and G5 Ester
Dendrons via Macromonomer Approach by Living ROMP, ACS Macro Lett. 1 (2012) 445-448.

A. Nystrom, M. Malkoch, I. Fur6, D. Nystrém, K. Unal, P. Antoni, G. Vamvounis, C. Hawker, K.
Wooley, E. Malmstrém, A. Hult, Characterization of poly(norbornene) dendronized polymers
prepared by ring-opening metathesis polymerization of dendron bearing monomers,
Macromolecules. 39 (2006) 7241-7249.

S. Rajaram, T.-L. Choi, M. Rolandi, J.M.J. Fréchet, Synthesis of dendronized diblock copolymers
via ring-opening metathesis  polymerization and their visualization using atomic force
microscopy., J. Am. Chem. Soc. 129 (2007) 9619-9621.

Z.T. Ball, K. Sivula, J.M.J. Fréchet, Well-defined fullerene-containing homopolymers and diblock
copolymers with high fullerene content and their use for solution-phase and bulk organization,
Macromolecules. 39 (2006) 70-72.

Y. Fu, Y. Li, J. Li, S. Yan, Z. Bo, High Molecular Weight Dendronized Poly(fluorene)s with
Peripheral Carbazole Groups: Synthesis, Characterization, and Properties, Macromolecules. 37
(2004) 6395-6400.



Aspectos generales Seccionl

[81] Z. Fei, Y. Han, Z. Bo, Synthesis of porphyrin-embedded dendronized polymers by Suzuki
polycondensation, J. Polym. Sci. Part A Polym. Chem. 46 (2008) 4030-4037.

[82] Y. Lyu, D. Cui, H. Sun, Y. Miao, H. Duan, K. Pu, Dendronized semiconducting polymer as
photothermal nanocarrier for remote activation of gene expression, Angew. Chemie. 129 (2017)
9283-9287.

[83] T. Kaneko, T. Horie, M. Asano, T. Aoki, E. Oikawa, Polydendron: polymerization of dendritic
phenylacetylene monomers, Macromolecules. 30 (1997) 3118-3121.

[84] P.R.L. Malenfant, J.M.J. Fréchet, Dendrimers as solubilizing groups for conducting polymers:
Preparation and characterization of polythiophene functionalized exclusively with aliphatic ether
convergent dendrons, Macromolecules. 33 (2000) 3634—3640.

[85] R.C. Advincula, Hybrid organic—inorganic nanomaterials based on polythiophene dendronized
nanoparticles, Dalt. Trans. (2006) 2778-2784.

[86] Z. Bao, K.R. Amundson, A.J. Lovinger, Poly (phenylenevinylene) s with dendritic side chains:
Synthesis, self-ordering, and liquid crystalline properties, Macromolecules. 31 (1998) 8647—
8649.

[87]  A. Nystrém, A. Hult, Dendronized polymers with tailored surface groups, J. Polym. Sci. Part A
Polym. Chem. 43 (2005) 3852-3867.

[88] H. Kim, K.-T. Bang, I. Choi, J.-K. Lee, T.-L. Choi, Diversity-oriented polymerization: one-shot
synthesis of library of graft and dendronized polymers by Cu-catalyzed multicomponent
polymerization, J. Am. Chem. Soc. 138 (2016) 8612-8622.

[89] H.Yang, R. Tang, W. Wu, W. Liu, Q. Guo, Y. Liu, S. Xu, S. Cao, Z. Li, A series of dendronized
hyperbranched polymers with dendritic chromophore moieties in the periphery: convenient
synthesis and large nonlinear optical effects, Polym. Chem. 7 (2016) 4016—-4024.

[90] F.L. Hatton, P. Chambon, T.O. McDonald, A. Owen, S.P. Rannard, Hyperbranched
polydendrons: a new controlled macromolecular architecture with self-assembly in water and
organic solvents, Chem. Sci. 5 (2014) 1844-1853.

[91] S.D. Garcia Schejtman, C.1.A. Igarzabal, M. Martinelli, Synthesis and characterization of novel
dendritic macroporous monoliths, Eur. Polym. J. 106 (2018) 102-111.

23



_ Aspectos generales
Objetivos generales

En base a lo expuesto a lo largo de toda la Introduccion, en esta Tesis
Doctoral se plante6 como Objetivo General, obtener biomateriales
poliméricos novedosos con potencial uso en nanomedicina, estudiando
diversas metodologias de sintesis y/o modificacion de los mismos. Para
esto se propuso la utilizacion de dendrones como bloques de
construccion, para asi obtener nanogeles dendronizados o dendriticos.
Cabe destacar que, existen escasos reportes en la literatura de esta clase
de materiales ya que, esta area de la ciencia de los polimeros se
encuentra aun en pleno desarrollo.

Para alcanzar este proposito, se propuso la utilizacion de diferentes
bloques de construccion, para obtener diversas redes poliméricas
sintéticas, naturales, dendriticas, dendronizadas o hibridas. Se buscoé un
sinergismo entre las ventajas e interacciones que pueden proporcionar
los distintos bloques de construccion, y permitan el disefio de materiales
Optimos para ser utilizados en diversas areas de la nanomedicina.

El abordaje de este Objetivo General se realizé en etapas. En primera
instancia, se seleccionaron moléculas clasicas para hacerlos reaccionar
con dendrones y obtener asi, potenciales macromonomeros dendriticos
capaces de polimerizar formando redes con propiedades marcadas por la
arquitectura dendritica. En esta instancia se sintetizaron nuevas
estructuras dendriticas, con diversas funcionalidades, tanto en la periferia
como en el punto focal. Luego, se planted el disefio y preparacion de
nanogeles combinando monodmeros sintéticos, polimeros (naturales y
sintéticos) y estructuras dendriticas previamente sintetizadas. En una
Ultima etapa, se seleccionaron algunas de las redes sintetizadas para ser
ensayadas como potenciales biomateriales y su potencial aplicacion en
nanomedicina.

En base a esto, en este trabajo de Tesis se plantearon los siguientes
Objetivos Especificos:

(i) sintetizar y caracterizar diferentes moléculas dendriticas (Parte I);

(i) sintetizar y caracterizar nanogeles por combinacion de diferentes
bloques de construccién (Parte Il);
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(iif) Ensayar los biomateriales obtenidos como potenciales sistemas para
ser empleados en el &rea de la nanomedicina (Parte IlI).

) 1) 1)

Con este Trabajo de Tesis se espera contribuir al diseiio de
nanomateriales que representen una alternativa para superar los desafios
y problemas que enfrenta la medicina convencional, demostrando la
ventaja de combinar diferentes bloques de construccion y tipos de
interacciones.
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Materialeg y métodos
Materiales

Los dendrones di-t-butil-4-amino-4-(3-(t-butoxi)-3-oxopropil)heptanodiato
(Aminotriester, amina de Behera, AB) y di-t-butil-4-[2-(t-
butoxicarbonil)etil]-4-isocianato-1,7-heptanodicarboxilato (Weisocianato,
Weis) fueron provistos por Frontier Scientific (USA).

Los mondémeros y entrecruzantes acido acrilico, NN -
metilenbisacrilamida (BIS) (99%), 2-hidroxietil metacrilato (HEMA) y N-
[Tris(hidroximetil)metil]acrilamida (NAT, 93 %, contiene <7% KCI) fueron
provistos por Sigma-Aldrich y N-Vinilcaprolactama (VCL) por Aldrich.

Los solventes utilizados como hexano (CeHi4) (Taurus), diclorometano
(CH2ClI2) (Anedra), cloroformo (CHCIs) (Cicarelli), dimetilformamida (DMF)
(Sintorgan), acetato de etilo (EtOAc) (Anedra) y metanol (MeOH)
(Sintorgan), fueron previamente destilados y/o secados utilizando tamices
moleculares 4 A 8-12 (Sigma, USA). Tetrahidrofurano (THF, Sintorgan,
grado HPLC) fue almacenado con hilos de sodio metélico y el resto de los
solventes como ciclohexano (CeHi2) (Taurus), tolueno (CsHsg) (Taurus),
acetona (C2HsO) (Sintorgan), cloroformodeuterado (CDCIz) (Aldrich),
agua deuterada (D20) (Aldrich) y éter etilico (Et).0) (Sintorgan) fueron
utilizados sin tratamiento previo.

Cloruro de benzoilo, cloruro de tionilo, persulfato de potasio (KPS), acido
galico, y polivinil alcohol (PVA) fueron provistos por Merk.

Sorbitan mono-Oleato (span 80), monolaurato de
polioxietilen(20)sorbitano (Tween 20) y dodecil sulfato de sodio (SDS)
(96%) fueron provistos por BioPack.

Los agentes desecantes sulfato de magnesio (Mg>S0Oa) y cloruro de calcio
(CaCly) anhidro, asi como acido clorhidrico (HCI), acido formico, fosfato
de sodio dibasico (Na:HPO.), &cido acético (C2H40>) y acetato de sodio
(C2HsNaO?) fueron provistos por Cicarelli.

La base trietilamina (EtNz, 99,5 %, TEA), laurato de dibutil estafio, paladio
sobre carbono (Pd/C 10 % p/p), tetrametilguanidina (TMG, 99 %),
hidroquinona, los iniciadores canforquinona y persulfato de sodio (NaPS),
quitosan (85% deacetilacion DA, LMW), gelatina tipo A y tipo B (piel
porcina), metil galato, acido nitroisoftalico y sal de dioctil sulfosuccinato
de sodio (AOT) (98%) fueron provistos por Sigma-Aldrich (USA).
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Las sales utilizadas en la preparacion de las soluciones buffer como,
fosfato de sodio monobasico (NaH2POa), sodio carbonato (Na2CO3) y
sodio bicarbonato (HNaCOs) fueron provistos por Anedra.

El colorante verde de malaquita y acido tanico fueron provistos por
MallinCkrodt, el farmaco Bevacizumab por Avastin, 4cido pirogalico por
RP, N,N,N',N' tetrametiletilendiamina (TEMED) (98 %) por Fluka y piridina
por ACS.

Métodos

ResonancCia magnética nuclear RMN)

Los experimentos fueron realizados en un espectrometro Bruker
UltraShield 400, operado a 400 MHz y 100,6 MHz, para H y 3C,
respectivamente, a 25°C y utilizando como solvente D>O y CDClz, segun
correspondiera. Para al analisis de los resultados obtenidos se uso el
programa MestreC. Los espectros fueron calibrados usando la sefal
residual del solvente y los desplazamientos quimicos (8) se expresan en
partes por millén (ppm) relativos a TMS.

EspectrosCopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros fueron realizados en un equipo Nicolet iIN10 (Thermo
Scientific,USA) empleando un detector enfriado con nitrégeno liquido de
Mecurio Cadmio Telurio 7800-650 cm* (MCT-A) o de temperatura
ambiente 7600-450 cm? (DTGS), segln la muestra. Se obtuvieron
espectros a partir del promedio de al menos 64 mediciones con una
resolucion de 8 cm™. Las muestras fueron depositadas en un espejo de
plata y analizados por el modo reflexion. Se procesaron los espectros
utilizando el programa Omnic 8.3

Ahalisis termogravimétrico (TGA)

Las curvas de TGA-DTA fueron obtenidas utilizando un equipo Shimadzu
DTG-60 (Japan), en un rango de temperatura de T amb a 800 °C con una
curva de calentamiento de 20 °C.min (de T amb a 150 °C) y de 10 °C.min
1 (de 150 a 800 °C), con flujo de nitrégeno. Para graficar y procesar los
datos se utilizé el programa OriginPro 8.0.
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Espectrofotometria (JV-Visible

Las mediciones se efectuaron en espectrofotometros Shimadzu
MultiSpect 1810 y 1800. Los espectros fueron adquiridos entre 200-1100
nm a 25 °C con velocidad media de barrido, utilizando celdas de cuarzo
con paso optico de 1 cm y fueron realizados por triplicado. Para graficar y
procesar los datos se empleé el programa OriginPro 8.0.

Dispersion de (uz dindmica (DLS)

Los experimentos de DLS fueron llevados a cabo utilizando un Nano
Zetasizer (Malvern Instruments), equipado con un laser He-Ne (A = 633
nm) y angulo de dispersion de 173°. Los tamafos de particulas (diametro
hidrodinamico, Dh) y la distribucién de tamafios (indice de polidispersidad,
PDI) se obtuvieron del promedio de 3 mediciones de las curvas de
distribucion de intensidad. La temperatura de transicion de fase (Tf) se
midioé a diversas temperaturas que oscilaban entre 15 y 55 °C mediante
dispersion dinamica de la luz. Los valores de potencial zeta (¢) se midieron
en el mismo equipo en una celda para medicion de potencial zeta y los
valores se obtuvieron del promedio de 3 mediciones.

(Microscopia electroniCa de transmision (TEM)

Las imagenes TEM se realizaron en un microscopio electrénico JEOL EXII
operado a 80 kV. Las muestras fueron preparadas sobre grillas de cobre
(200 mesh, QUANTIFOIL) depositando la solucion que contenia la
muestra y dejando secar a temperatura ambiente. Luego cada muestra
sembrada se coloreo con una solucién de acetato de uranilo al 2% y se
dej6 secar nuevamente a temperatura ambiente. Las imagenes se
procesaron con el programa Image J y la distribucion de tamafos se
graficaron en el programa OriginPro 8.0 luego de la medicion del tamafio
de una poblacion de aproximadamente 200 particulas.

Liofilizado de muestras

Diferentes muestras fueron liofilizadas para su posterior caracterizacion.
El liofilizado consistio en una primera instancia en colocar las muestras a
-20 °C durante 12 h en un freezer. Las muestras congeladas se colocaron
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dentro de la unidad de liofilizacién. El proceso de liofilizacion se realizo
utilizando un liofilizador de laboratorio (Rificor L-T8) operado con un
condensador a -50 ° C y un vacio de 0,1 mbar durante 24 — 48 h.

EXxperimentos de turbidimetria

Se midieron las temperaturas de transicion de fase de los nanogeles (Tcp,
Cloud point temperature) en el espectrofotometro Shimadzu MultiSpect
1810 y 1800. Las soluciones acuosas se calentaron de 15 a 55 °C
mientras se monitoreaba la transmitancia (% T) a 500 nm (1 cm de paso
Optico) cada 2°C y fueron realizados por triplicado. Para graficar y
procesar los datos se empleo el programa OriginPro 8.0. La Tcp de cada
muestra se determind usando el minimo de la primera derivada del grafico
% T vs temperatura.
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El término dendritico hace referencia a una estructura tipo arbdrea, es
decir, con una serie de ramificaciones.[1] La arquitectura dendritica es una
topologia altamente observada en los sistemas bioldgicos en
practicamente todas las
escalas. Esta arquitectura se
encuentra en la escala del metro
en la ramificacion y las raices de
los arboles, en las escalas de
centimetros y milimetros en la

Pulmén

anatomia humana, como en YT SRy
pulmones y vasos sanguineos, /L< s v &L (
en la escala micrométrica en las jﬁ’{“ R\ L r
neuronas cerebrales y a nivel N - fhaane MK &

. , ) eurona Glucégeno
nanometrico en el glucégeno, la
amilopectina y los Figura |.1. Estructuras dendriticas observables en |a
proteoglucanos, Figura 1.1. Al naturaleza a distintas escalas.
analizar estos patrones

dendriticos, es evidente que las arquitecturas altamente ramificadas
deben ofrecer ventajas Unicas.[2,3] Todos estos ejemplos corresponden
a arquitecturas evolutivas que se han optimizado en los ultimos miles de
millones de afos, para proporcionar estructuras que manifiesten
interfaces maximas para una Optima extraccion, almacenamiento,
recuperacion o distribucion de energia, nutrientes, informacion, entre
otras funciones.[4]

Los informes pioneros de moléculas dendriticas sintéticas inspiradas en
estas estructuras dendriticas naturales se publicaron hace
aproximadamente cuatro décadas.[5] Esos primeros estudios se
centraron en su sintesis y sus propiedades fisico-quimicas.[2,4,6—8]
Posteriormente, se comenzd a explorar el potencial de las moléculas
dendriticas en diferentes aplicaciones. La presencia de una estructura
altamente ramificada le confiere a estos polimeros una gran variedad de
propiedades unicas y diferentes, que varian con la identidad y cantidad
de dendrén presente, y que han demostrado posibilidad de uso en
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diferentes aplicaciones especificas. Por ejemplo, en la administracion
dirigida de farmacos, portadores macromoleculares, catalisis enzimatica,
vacunas, antivirales, antibacterianos y terapéuticos anticancerigenos,
sensores, ingenieria de superficies y aplicaciones biomiméticas.[6,9—14]
Desde los primeros trabajos en este campo, se ha desarrollado una gran
cantidad de estructuras dendriticas y se han convertido en objeto de
intensos esfuerzos de investigacion interdisciplinarios, que reunen a
cientificos de areas completamente diferentes.

Los polimeros dendriticos representan una nueva clase de
macromoléculas con propiedades mas alla de los polimeros
convencionales [15]; es por esta razdn que en la actualidad son
reconocidos como uno de los cuatro principales tipos de polimeros, junto
a los lineales, ramificados y entrecruzados.[2] Los estudios sobre
materiales dendriticos se basan en su arquitectura y comprenden
subclases tales como dendrimeros, dendrones, polimeros
hiperramificados y dendrigraft, Figura 1.2.[5,16—-19] La convergencia del
"efecto dendritico” impulsado arquitectdnicamente, junto con la capacidad
de controlar el tamafio, la forma y la funcionalidad quimica a nanoescala
de estas construcciones dendriticas, han dado lugar a muchas
propiedades nuevas sin precedentes.[20]

e 9

(a) (b) (c) (d)

Figura 1.2. Diferentes subclases de estructuras dendriticas: (a) dendrimero, (b) dendrén, (c)
hiperramificado y (d) dendrigraft.

36



[1]

2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]
[19]

[20]

Seccion |l

S.D. Garcia Schejtman, Sintesis de polimeros dendronizados. obtencién de materiales para
reconocimiento molecular especifico, Tesis Doctoral, Universidad Nacional de Cérdoba, 2018.

D.A. Tomalia, J.M.J. Fréchet, Discovery of dendrimers and dendritic polymers: A brief historical
perspective, J. Polym. Sci. Part A Polym. Chem. 40 (2002) 2719-2728.

S. Svenson, D.A. Tomalia, Dendrimers in biomedical applications-reflections on the field, Adv.
Drug Deliv. Rev. 64 (2012) 102-115.

A.W. Bosman, H.M. Janssen, E.W. Meijer, About Dendrimers: Structure, Physical Properties,
and Applications, Chem. Rev. 99 (1999) 1665—-1688.

F. Vogtle, G. Richardt, N. Werner, Dendrimer Chemistry: Concepts, Syntheses, Properties,
Applications., 1st ed., Wiley-VCH Verlag GmbH & Co., KGaA: Weinheim, Germany, 2009.

E.R. Gillies, J.M.J. Fréchet, Dendrimers and dendritic polymers in drug delivery, Drug Discov.
Today. 10 (2005) 35-43.

G.R. Newkome, Z.Q. Yao, G.R. Baker, V.K. Gupta, Cascade Molecules: A New Approach to
Micelles.1aA [27]-Arborol, J. Org. Chem. 50 (1985) 2003-2004.

F. Aulenta, W. Hayes, S. Rannard, Dendrimers: A new class of nanoscopic containers and
delivery devices, Eur. Polym. J. 39 (2003) 1741-1771.

E.R. Gillies, T.B. Jonsson, J.M.J. Fréchet, Stimuli-responsive supramolecular assemblies of
linear-dendritic copolymers, J. Am. Chem. Soc. 126 (2004) 11936-11943.

S.E. Stiriba, H. Frey, R. Haag, Dendritic polymers in biomedical applications: From potential to
clinical use in diagnostics and therapy, Angew. Chemie - Int. Ed. 41 (2002) 1329-1334.

D. Astruc, F. Chardac, Dendritic catalysts and dendrimers in catalysis, Chem. Rev. 101 (2001)
2991-3023.

A.S. Gardberg, P.E. Doan, B.M. Hoffman, J.A. Ibers, Singly and Doubly Oxidized
Phthalocyanine (pc) Rings: [Cu(pc)(ReO4)] and [Cu(pc)(ReO4)2], Angew. Chemie Int. Ed. 40
(2001) 244-246.

G.H. Degenhart, B. Dordi, H. Schonherr, G.J. Vancso, Micro- and nanofabrication of robust
reactive arrays based on the covalent coupling of dendrimers to activated monolayers,
Langmuir. 20 (2004) 6216-6224.

G.M. Dykes, Dendrimers: A review of their appeal and applications, J. Chem. Technol.
Biotechnol. 76 (2001) 903-918.

Y.H. Kim, O.W. Webster, Water soluble hyperbranched polyphenylene, 3. Am. Chem. Soc. 112
(1990) 4592-4593.

A. Carlmark, C. Hawker, A. Hult, M. Malkoch, New methodologies in the construction of
dendritic materials, Chem. Soc. Rev. 38 (2009) 352—-362.

H. Frauenrath, Dendronized polymers - Building a new bridge from molecules to nanoscopic
objects, Prog. Polym. Sci. 30 (2005) 325-384.

J.M.J. Fréchet, D.A. Tomalia, Dendrimers and Other Dendritic Polymers, 2001.

G.R. Newkome, C.N. Moorefield, F. Vogtle, Dendrimer Molecules: Concepts, Syntheses,
Applications., Wiley-VCH Verlag GmbH & Co, KGaA: Weinheim, Germany., 2002.

J.I. Paez, M. Matrtinelli, V. Brunetti, M.C. Strumia, Dendronization: A useful synthetic strategy to
prepare multifunctional materials, Polymers (Basel). 4 (2012) 355-395.

37



38

Resultados



Capitulo 1 Seccionil

Capitulo 1
gintesis ¥ CaraCterizaCion de estructuras dendriticas

1. 1. Introduccidon

La amplia gama de posibilidades de aplicaciones y caracteristicas que
hacen tan especiales a las moléculas dendriticas se debe principalmente
a su arquitectura tan particular. Se trata de macromoléculas bien definidas
y altamente ramificadas. Si bien todos los subtipos de estructuras
dendriticas poseen una alta densidad de grupos funcionales y una alta
cantidad de ramificaciones, algunas de ellas poseen estructuras mas
definidas que otras. Es por esto que, ademas, se pueden diferenciar en
dos clases; por un lado los polimeros hiperramificados y los dendrigraft
gue se caracterizan por un gran niamero de puntos de ramificacion con
numerosos grupos terminales, mediante una distribucién aleatoria en
términos de su peso molecular y grado de ramificacion, y los dendrimeros
y dendrones que son de un peso molecular definido y con ramificaciones
perfectas.[1] Estas diferencias estructurales radican en el modo de
preparacion, ya sea mediante polimerizacion de monémeros tipo AB> para
los primeros o, por una serie de pasos de sintesis organica en el caso de
los segundos. La perfeccion estructural de los dendrimeros y dendrones,
al tener un control preciso sobre el tamafo, forma, funcionalidad,
flexibilidad/rigidez y arquitectura, los hace buenos candidatos como
building blocks a nanoescala, no asi los hiperramificados.[2,3]

Ademas, se puede afirmar que los dendrimeros estan compuestos por
dendrones, que representan componentes estructurales del dendrimero
original y también son secciones monodispersas.[4,5] Los
dendrimeros/dendrones poseen tres caracteristicas arquitectonicas
claves: un nucleo iniciador denominado corazén o punto focal, unidades
de ramificacion interior con cavidades internas y una periferia con grupos
funcionales de superficie, con una cantidad exacta de acuerdo a la
generacion (G), Figura 1.1.[6-8]
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Dendrimero Dendron

+———— Periferia —

4.' G3

\/

Cavidades
internas

Corazon o
punto focal

Figura 1.1. Esquema de la estructura general de dendrimeros y dendrones.

Las moléculas dendriticas poseen la capacidad de interaccionar con otra
molécula o superficie a través de uniones multiples, debido a la
funcionalidad y disposicién estructural de la periferia. Esto se conoce
como efecto dendritico. Este efecto estd conformado por dos efectos
diferentes: la multivalencia o efecto multivalente y el efecto generacional.
El primero, se refiere a una interaccion simultanea entre multiples
funcionalidades como un todo, provocando propiedades unicas y
diferentes a las que se obtienen mediante interacciones monovalentes.
Un ejemplo cotidiano de esto es pretender sostener una pelota con los 5
dedos de una mano, lo que resulta mas eficiente que sostenerla con 5
dedos cada uno perteneciente a 5 manos diferentes, (Figura 1.2). Si la
interaccion mencionada anteriormente es diferente cuando la generaciéon
de la estructura dendritica incrementa o disminuye, entonces el efecto
producido es un efecto generacional, que, en nuestro ejemplo cotidiano,
seria la eficiencia de sostener una pelota con 5 dedos o con 2 dedos,
(Figuras 1.2 by 1.3). [1-9]

Es importante destacar que el efecto dendritico puede ser positivo 0
negativo, es decir, que el resultado de las interacciones puede ser tanto
mejorado como empeorado conforme aumenta la generacion de la
estructura. [3—10] La Figura 1.3 corresponde a una representacion del
cambio generacional conforme aumentan las ramificaciones en una
estructura dendritica.
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a) Efecto multivalente b) Efecto generacional

/ \/;\X

Figura 1.2. Representacion esquematica de a) el efecto multivalente y b) el efecto generacional

En este trabajo de Tesis son de particular interés los dendrones, por
diferentes motivos: por un lado, la preparacion resulta mas simple que la
de dendrimeros, lo que reduce considerablemente los tiempos y costos
de sintesis; por otro lado se los puede considerar como una seccion o
fragmento de los dendrimeros, o bien, una “rama” de los mismos, por lo
gue comparten muchas de sus caracteristicas estructurales vy
propiedades fisico-quimicas.[11,12]

Los polimeros dendronizados, son una clase de materiales obtenidos por
la combinacion de polimeros lineales o entrecruzados y moléculas
dendriticas, como restos pendientes de la cadena principal.[13—16] Por lo
tanto, su preparacion combina sintesis organica de dendrones y sintesis
de polimeros, y se han desarrollado diferentes estrategias.[17,18]

Disminucion de la generacién

Figura 1.3. Esquema del aumento generacional de dendrimeros y dendrones.
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El comportamiento de los polimeros dendronizados esta dominado por
caracteristicas estructurales y geomeétricas, y se puede dividir en dos
grupos. El primero esta relacionado con las caracteristicas estructurales
y gquimicas de los dendrones, y esta asociado al efecto dendritico. El
segundo depende del grado de dendronizacién, que es el nUmero de
dendrones por unidad de volumen o masa.[19]

Se conocen numerosos antecedentes de la incorporacion de dendrones
a una gran variedad de biomateriales, como bloques de construccion,
brazo espaciador o agentes de funcionalizacion, mostrando una mejora
en las propiedades del material con bajos porcentajes de incorporacion.
[20—25] Ademas, en los casos en los que se ha incorporado dendrones
tipo Newkome se ha destacado la biocompatibilidad y baja citotoxicidad
del material, haciendo de estos grandes candidatos para ser utilizados en
el &rea de la biomedicina.[22—-26]

Por todo esto, resulta atractivo evaluar la sintesis de dendrones con
diferentes arquitecturas y grupos funcionales, que puedan ser utilizados
como building blocks para el desarrollo de biomateriales para aplicaciones
especificas.

Cabe destacar que, en estos ultimos afios, en el grupo de investigacion,
constantemente se esta trabajando en conjunto para el desarrollo y
optimizacion de este tipo de moléculas.

1. 2. Objetivos especificos

Sintetizar diversas moléculas o mondmeros dendriticos a partir de la
derivatizaciéon de dendrones comerciales y mondmeros convencionales,
para su futura utilizacibn como bloques de construccion de biomateriales
en la escala nano con potenciales aplicaciones en biomedicina.

1 3. Sintesis y caracterizacion de un monémero dendritico a partir
de Amina Behera

1. 3. 1. Parte experimental

1.3.1.1. Acrilacion de Amina Behera: obtencion de di-tert-butil-4-

acriloilamine 4-[2-(tert-butoxi-carbonil)etil]heptanodioato (ABA)
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En primer lugar, en un balén de 2 bocas, previamente anhidrado y con
flujo de N, se pusieron a reaccionar 12,0 mL de acido acrilico (0,18 mol),
35,0 mL de cloruro de benzoilo (0,30 mol), y se adicionaron 0,0200 g de
hidroquinona (inhibidor radicalario). Luego, la mezcla de reaccion se llevo
a 150 °C con agitacion constante, se realizé una destilacion fraccionada
y se recolecto la fraccién que destilé6 por debajo de 85 °C en un balén
enfriado con un bafio de hielo, con agitacién constante y una trampa de
CaCl, para mantener el medio libre de humedad. En este baldén se
colocaron 2,0401 g de amina de Behera (AB) (5,0 mmol), 1,20 mL de
trietilamina (TEA) (8,5 mmol) y 40,0 mL de CH,Cl,.

El sistema con bafio de hielo se dejo reaccionando por 24 horas, con
agitacion constante, a temperatura ambiente y bajo ambiente de N,. La
reaccion fue monitoreada mediante cromatografia en placa delgada
contra testigo de reactivos, utilizando como fase movil una mezcla de
cloroformo:acetato de etilo 10:90.

El crudo de reaccion se lavo con HCI diluido, NaHCO3, salmuera y agua
en una ampolla de decantacion. La fase organica se secO sobre MgSO,4
anhidro, se filtr0 y se concentrd a vacio para obtener un solido blanco.

El producto se purificd por cromatografia en columna, empaquetada con
silicagel 60 (poros 0,063-0,200 mm) (70-230 mesh ASTM) y la fase movil
cloroformo:acetato de etilo 10:90. Luego, se concentr6 a vacio,
obteniéndose nuevamente un solido blanco que corresponde al
monémero  dendritico  di-tert-butil-4-acriloilamine  4-[2-(tert-butoxi-
carbonil)etillheptanodioato (ABA) (rendimiento: 86%).

El producto obtenido se caracteriz6 por RMN 'H y 33C vy por
espectroscopia FT-IR.

1.3. 1. 2. Hidrolisis de los grupos éster: obtencion de acido 4-
acrilomida-4-(2-carboxi etil)heptanodioico (ABC)

Para la obtencién de un dendrén con grupos terminales acido, a partir de
la hidrélisis de los grupos ter-butilo del monémero dendritico ABA, cuya
sintesis se detalla en el inciso anterior, se colocaron 1,0000 g (2,25 mmol)
del mondmero dendritico ABA disueltos en 2,0 mL de acetona y se
adicionaron luego 7,0 mL de acido formico 89%. La mezcla se agito a
temperatura ambiente durante 60 horas. Después del tiempo de reaccion,
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el exceso de &cido se elimind por evaporacion al vacio y el producto se
recuperé como un sélido de color tostado palido que corresponde al
dendron acido 4-acrilomida-4-(2-carboxi etil)heptanodioico (ABC)
(rendimiento: 95%).

El producto obtenido se caracteriz6 por RMN 'H y 3¥C y por
espectroscopia de FT-IR.

1.3. 2. Resultados y discusién

La amina de Behera o AB es una molécula dendritica susceptible de ser
derivatizada para obtener un monémero dendritico capaz de polimerizar,
ademas de poseer grupos funcionales éster en la periferia susceptibles
de ser hidrolizados a grupos acido y asi, obtener un monémero con
respuesta al pH del medio.

La sintesis de ABC, partiendo de AB se llevo a cabo en dos etapas, la
primera fue la incorporacion de un doble enlace al punto focal amino para
obtener el monémero dendritico ABA, metodologia basada en el trabajo
reportado por Newkome y colaboradores [27] con modificaciones, y luego
la hidrolisis de los grupos éster de la periferia.

En el primer paso, la base presente en el medio (TEA) toma un protén del
grupo amino de AB, esto aumenta su nucleofilicidad e induce la acrilacion
con cloruro de acriloilo (CIAc) por sustitucion nucleofilica, para obtener
ABA. El CIAc es generado in situ mediante cloracion de acido acrilico con

cloruro de benzoilo (Figura 1.4.).

(0]
/\H/OH ©)LCI /\n/cI
>
(o] o

Figura 1.4. Reaccion de obtencién de Cloruro de Acriloilo

Al acrilar AB se obtiene una molécula con un doble enlace polimerizable
gue, a través de una polimerizacion tipica de adicién, puede dar lugar a
un polimero dendritico.

Luego de la acrilacion, se hidrolizaron los tres grupos éster del dendrén
ABA a grupos acido, dando ABC como producto final. En la Figura 1.5, se
representan las dos etapas sintéticas descriptas.
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Al cambiar la funcionalidad de la periferia del dendrén, de grupos ter-butilo
a acido, el monémero dendritico resultante posee propiedades anfifilicas,
con zonas hidrofilicas, debido a la presencia de los grupos polares
presentes en la periferia y con una zona mas hidrofébica, consecuencia
de la estructura interna del dendron.

De esta manera, sustancias liposolubles podrian ser alojadas en las
zonas mas hidrofébicas del polimero dendritico, pudiendo mantener el
sistema polimero-sustancia estable en medio acuoso.

\l/ HO__o

(o)
\'/ NE B’
NE: o 0% o o HO OH
o o O  CHOOH o
(@)
NH,

—_— HN — = HN
TEA, CH,CI, Tamb, 60 h

0°C, 24 h

Figura 1.5. Esquema de la obtencidn de los monémeros dendriticos ABA y ABC.

El reactivo de partida AB y los productos obtenidos ABA y ABC, luego de
purificados, fueron caracterizados por FT-IR, y RMN H y 13C.

En el espectro de RMN-'H de AB se observan 3 sefiales, dos tripletes a
2,3y 1,7 ppm, que ambos integran para 6 H, provenientes de los protones
de los grupos metileno (CH2) en las ramificaciones del dendrén y, un
singlete a 1,52 ppm que integra para 27 H correspondiente a los metilo
(CHs) de los ter-butilo de la periferia de la molécula.

Por otro lado, en el espectro del producto obtenido luego de la acrilacion
de AB, ademas de observarse las sefiales caracteristicas del dendrén, es
decir un singlete a 1,4 ppm y dos tripletes centrados a 2,2 y 1,9 ppm, se
observan tres sefales, (doblete a 5,5y a 6,1 ppm; doble doblete a 5,9
ppm), que integran para un proton cada uno, los cuales fueron asignados
a los protones vinilicos (CH=CH) del doble enlace adicionado.

Luego de hidrolizar los grupos éster, en el espectro de RMN-'H se
observan las mismas sefiales asignadas a ABA, a excepcion de la sefal
a 1,4 ppm correspondiente a los protones de los grupos metilo terminales
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del dendron, la cual desaparece luego de este paso de sintesis
evidenciando una hidrélisis eficiente de los grupo ter-butilo y por ende la
obtencién de ABC (Figura 1.6).

0
HO b OH C b
e d f 0
f ABC o
Jk f~d
e

6.4 6.2 6.0 58 56 5.4 5.2 5.0 48 46 44 42 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 24 22 2.0 1.8 1.6 14
8 (ppm))

Figura 1.6. Espectros de RMIN-'H de AB (D,0), ABA (CDCl;) y ABC (D,0).

Al analizar el espectro del dendron AB se observan 3 sefiales alrededor
de 30 ppm, dos de las cuales corresponden a los atomos de carbono del
grupo metileno (CH2) de las ramificaciones del dendron y una a los
atomos de carbono de los metilo (CHs3) terminales. Ademas, se observan
2 sefiales, a 81 y 174 ppm correspondientes a los atomos de carbono
cuaternarios de los grupos ter-butilo (-C(CHs)3) y del grupo carbonilo
(C=0), respectivamente.

Cuando se analizaron los espectros de RMN-3C se encontraron
evidencias que ratifican la eficacia de la acrilacion y de la hidrdlisis.
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Luego de la reaccion de acrilacion, el nuevo espectro obtenido muestra 3
sefales nuevas, a 125, 131y 164 ppm correspondientes a los dos atomos
de carbono vinilicos (CH=CH) y al carbono carbonilico del grupo amida
(NH-C=0) formado, respectivamente. Esta evidencia, indica también que
la reaccion de acrilacion del dendron fue eficiente, dando lugar a la
obtencion del monémero dendritico ABA.

]

| g8 h f
I
O8-OH
o . Jo
hﬁ‘.'\ OH b
i N b
gl Hf o C
OH
ABC o
e
gh f
i

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
3 (ppm)

Figura 1.7. Espectros de RMN-3C de las moléculas dendriticas AB (D,0), ABA (CDCl3) y ABC (D0).

Al llevar a cabo la hidrélisis, el espectro de RMN-3C del producto
obtenido (ABC) muestra las mismas sefiales que el dendron ABA, a
excepcion de dos sefiales que no se observan en este nuevo espectro.
La sefal a 81 ppm y una de las sefiales ubicadas alrededor de 30 ppm
correspondientes ambas a los atomos de carbono que forman los grupos
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ter-butilo (-C(CHs)3), indicando una completa hidrolisis y obtencion del
dendron ABC, (Figura 1.7).

Por ultimo, se analizaron los espectros FT-IR tanto del reactante como de
los dos productos, Figura 1.8. En el caso de AB se observaron sefales
caracteristicas de una amina primaria, vibracion de estiramiento del
enlace N-H entre 3300 y 3400 cm-1, una sefal intensa a 1725 cm-1
correspondiente a la vibracion de estiramiento de C=0 del grupo éster,
una sefal a 1242 cm-1 proveniente del estiramiento del enlace C-Ny dos
bandas intensas a 847 y 755 cm-1 caracteristicas de vibraciones de
enlace de los grupos ter-butilo de la periferia del dendron.

Al observar el espectro de ABA se destacan algunas diferencias; las
nuevas sefales observadas se correspondieron a la vibracion de
estiramiento del enlace N-H del grupo amida, el estiramiento NHC=0
(amida I) y la deformacion NH y N-C=0 (amida II) a 3300, 1648 y 1531
cm-1, respectivamente. Cuando finalmente se lleva a cabo la hidrdlisis de
los grupos ter-butilo, el espectro FT-IR del producto obtenido muestra un
perfil muy diferente. El primer cambio que se observa es la aparicion de
una banda ancha entre 2500 y 3500 cm™ proveniente del estiramiento
del enlace O-H de los grupos acido formados después de la hidrélisis.
Ademas, la sefial del grupo carbonilo se desplaza de 1725 a 1715 cm™,
por la conversion del grupo éster a grupo acido y, por ultimo, se puede
destacar la desaparicion de las sefiales a 847 y 755 cm?
correspondientes a las vibraciones de enlace de los grupos ter-butilo,
presentes en el espectro de AB y ABA. La desaparicion de dichas sefales
es consistente con la hidrdlisis de dichos grupos, no estando presentes
en el producto final ABC.

Los valores observados de niimero de onda (cm™) en todos los espectros
FT-IR, se corresponden con lo esperado para aminas y amidas que
presentan interacciones del tipo puente hidrégeno[28].

48



Capitulo 1

AB

ABA \

ABC 1725cm! —

%T

B

1531 cm*
1648 cm-!

1715 cm1—,

‘3500 3000 250 2000 1500 1000
Numero de onda (cm™)

Figura 1.8. Espectros FT-IR de AB, ABA y ABC.

1. 4 Sintesis y caracterizacion de un monémero dendritico a partir
de HEMA vy Weis

1. 4. 1. Parte experimental

Para esta sintesis se ensayaron tres medios de reaccion, por un lado, se
utiliz6 DMF como solvente y por el otro THF. En los casos que se utilizd
THF, fue necesario activar el grupo hidroxilo del monomero 2-hidroxietil
metacrilato (HEMA) mediante la adicion de una base, para lo cual se
comparo la reactividad empleando piridina y tetrametil guanidina (TMG).

Para los sistemas donde se requirid la asistencia de una base, antes de
comenzar la reaccion se prepard una mezcla de 0,20 mL de HEMA (1,50
mmol) y 0,050 mL de piridina (0,75 mmol) o0 0,10 mL de TMG (0,75 mmol).
Esta mezcla se dejé con agitacion constante por 1 hora.

En todos los casos, la reaccion se llevd a cabo en un equipo de reflujo,
previamente anhidrado, se hicieron reaccionar 0,20 mL de HEMA (1,50
mmol), o la mezcla HEMA-base correspondiente, 0,2050 g de Weis (0,50
mmol) y se llevaron a un volumen final de 8 mL. Por ultimo, se adicionaron
0,10 mL de dilaurato de dibutil estafio (0,017 mmol), como catalizador. La
mezcla de reaccion se dejo con agitacion constante por 48 horas a 85 o
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70°C, segun se haya utiizado DMF o THF como solvente,
respectivamente. El avance de la reaccion se siguio por cromatografia en
placa delgada utilizando como fase mdvil hexano:acetato de etilo 80:20.

Después del tiempo de reaccion, se adicionaron 20,0 mL de éter etilico y
se realizaron 6 lavados, 3 con salmuera y 3 con H,O destilada, para
recuperar el producto. Por dltimo, se agregé un agente desecante
(MgSOQ,), se filtr6 y se concentrd al vacio. En todos los casos se obtuvo
un aceite de color amarillento.

Luego de cada sintesis el producto se purific6 por cromatografia en
columna, en silicagel 60 (poros 0,063-0,200 mm) (70-230 mesh ASTM) y
fase movil hexano:acetato de etilo 80:20 y se concentrd a vacio.

El compuesto obtenido se caracterizdé por RMN-1H,

1. 4. 2. Resultados y discusién

El compuesto Weis es un dendrén comercial que posee un grupo
funcional isocianato y nueve grupos metilo en la periferia (3 grupos ter-
butilo), pero no posee un grupo funcional polimerizable por adicion, por lo
gue no puede ser utilizado para la sintesis de biomateriales por esta via.

El grupo funcional hidréxido del HEMA puede actuar como nucledfilo
frente al grupo funcional isocianato (NCO), el cual contiene un atomo de
carbono altamente electrofilico.[29] La formacidn de enlaces uretano (-O-
CO-NH-) a partir de Weis, bajo distintas condiciones de reaccion, ya ha
sido estudiada en nuestro grupo de trabajo.[20,21,23] Generalmente, este
tipo de reacciones con isocianatos son catalizadas por laurato de
dibutilestafio.

A diferencia de los productos previamente descriptos (ABA y ABC), la
sintesis de este monomero dentritico presenta la inclusion no solo de un
grupo alilo, sino también de un grupo etilenoxi (—-O-CH,—CH,-) capaz de
comportarse como un agente espaciador, Figura 1.9. Este espaciador
podria facilitar la polimerizacion del monémero dendritico, permitiendo un
mayor largo de cadena y hasta quizds mejores rendimientos
disminuyendo el impedimento estérico.
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Para esta sintesis se varié el medio de reaccion, se emplearon como
solvente DMF o THF, y en los casos que se utilizé THF, se adicion6 una
base al medio para formar el alcéxido correspondiente del HEMA y lograr
asi, un mayor poder nucleofilico, debido a que con este solvente las
condiciones de reaccién son mas suaves (temperaturas mas bajas). Las
bases seleccionadas fueron TMG vy piridina. Las mismas fueron
seleccionadas por tratarse de buenas bases (pKa 12,4 y 5,16
respectivamente), pero nucledfilos pobres, evitando la competencia entre
nucledfilos.

o 0o k 0 o) k
e Zﬁ; — oy
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HEMA Weis HEMA-Weis

Figura 1.9. Reaccion de obtencién de HEMA-Weis

Una vez realizada la sintesis, bajo las distintas condiciones de reaccion,
los resultados demostraron que al usar como medio THF y piridina, no se
obtuvo el producto deseado. En cambio, al emplear DMF como solvente,
se obtuvo el producto HEMA-Weis, aunque con bajo rendimiento, debido
a las dificultades en la etapa de purificacion, donde fue dificil la
eliminacion del solvente y del catalizador. Los mejores rendimientos se
obtuvieron empleando THF y TMG como base.

Inicialmente, se analizaron los espectros de RMN-!H de los reactivos de
partida, HEMA y Weis, Figura 1.10. Por un lado, el espectro del dendrén
comercial mostro tres sefales, 2 tripletes a 1,8 y 2,3 ppm que integran
para 6 H cada uno, y un singlete a 1,4 ppm que integra para 27 H
aproximadamente, correspondientes a los protones del grupo metileno (b
y c: CH,) de las ramificaciones y a los sustituyentes metilo (a: CHj3) de los
grupo ter-butilo, respectivamente.

El espectro del monomero de partida HEMA mostro una sefal intensa a
1,9 ppm que integra para 3 H correspondiente a los protones del metilo
alilico (a: CH3-C=CHy,), 2 sefiales que integran para 2 H cada una a 3,8 y
4,2 ppm correspondientes a los protones de los grupos metileno (d y e:
COO-CH,-CH,) y 2 sefiales que integran para 1 H cada una a 5,7y 6,1
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ppm correspondientes a los protones vinilicos (b y ¢: C=CHy,), lo cual
concuerda con lo observado en literatura.[30]

El andlisis del correspondiente espectro de RMN-'H del producto obtenido
en THF con TMG como base, mostré la sefial de los grupos metilo y
metileno aportados por el dendrona 1,4, 1,7y 2,0 ppm (h: CHs; fy g: CH,).
El corrimiento observado para los grupos metileno, con respecto al Weis,
se debe al cambio en el entorno quimico en el dendron, el grupo funcional
mMAas proximo es un grupo isocianato, que luego de la reaccién forma un
grupo uretano. Ademas, se observan las sefales de los grupos metileno
a3,8y4,2ppm (dy e: COO-CH,-CH,), las seiales de los dos protones
vinilicos (by c: C=CH,) a 6,0 y 5,5 ppm y de los protones del metilo alilico
(a: CH3-C=CH,) a 2,6 ppm aportados por el HEMA, Figura 1.10.
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Figura 1.10. Espectros RMN-'H de Weis (CDCl;), HEMA (D,0) y HEMA-Weis (D,0).
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1. 5. Sintesis y caracterizacion de un monémero dendritico a partir
de NAT v Weis

1. 5. 1. Parte experimental
1.5.1. 1. Obtencion de NAT-Weis

Para llevar a cabo esta sintesis, en un equipo de reflujo, previamente
anhidrado, se hicieron reaccionar 0,0500 g de NAT (0,30 mmol), 0,5050 g
de Weis (1,20 mmol) y se disolvieron en 8,0 mL de DMF. Por ultimo, se
adicionaron 0,10 mL de dilaurato de dibutil estafio (0,017 mmol), como
catalizador. La mezcla de reaccién se dej6 con agitacion constante por 24
horas a 70°C.

Después del tiempo de reaccion, se adicionaron 20,0 mL de éter etilico y
se realizaron 6 lavados, 3 con salmuera y 3 con H,O destilada, para
recuperar el producto. Por dltimo, se agregé un agente desecante
(MgSO0,), se filtrd y se concentro al vacio.

1.5.1. 2. Hidrdlisis de los grupos ter-butilo: obtencién de NAT-Weish

Una vez obtenido el mondmero dendritico NAT-Weis se procedid a la
hidrolisis de los grupos ter-butilo para la obtenciéon de un dendron con
grupos terminales acidos. Para ello, se partio de NAT-Weis, previamente
sintetizado, el cual se disolvio en 0,5 mL de acetona y luego se
adicionaron 7 mL de &acido formico 89%. La mezcla se agitdé a temperatura
ambiente durante 60 horas. Después del tiempo de reaccién, el exceso
de acido se elimind por evaporacién al vacio.

El producto obtenido se caracterizé por RMN-1H.
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1. 5. 2. Resultados y discusién

La dendronizacion del mondmero convencional NAT con el dendron
comercial Weis, es decir dos compuestos conocidos ampliamente por su
biocompatibilidad, da como resultado un dendrén de segunda generacion,
(Figura 1.11)
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Figura 1.11. Reaccién de obtencién de NAT-Weis.

Esto, como se menciond en la introduccién, puede conducir a un material
con propiedades muy diferentes a las del dendron de primera generacion,
como consecuencia del llamado efecto generacional.[31]

Ademas, hay un aumento significativo de la densidad de grupos
funcionales terminales, Weis posee 3 grupos en la periferia, mientras que
NAT-Weis posee 9 grupos, mejorando/aumentando el efecto
multivalente.[10]

La via de sintesis es similar a la detallada en el apartado 1.4. de este
capitulo y, consiste en la reaccién de un grupo nucleofilico hidroxilo con
un grupo electrofilico isocianato. La principal diferencia radica en que,
para la sintesis de HEMA-Weis la relacion mondémero dendron es 1:1y en
este caso es de 1:3.

En la sintesis de NAT-Weis se afiade ademas un paso de hidrdlisis para
obtener grupos funcionales terminales &cido, en lugar de ter-butilo,
aumentando asi la hidrofilicidad de la molécula y dando lugar al
denominado NAT-Weish (Figura 1.12).
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Figura 1.12. Reaccién de hiddlisis de NAT-Weis para la obtencién de NAT-Weish.

Es decir, se obtienen dos mondémeros dendriticos con posibilidad de
encapsular una gran cantidad y un amplio rango de moléculas o
compuestos, debido al marcado caracter hidrofébico o hidrofilico de cada
una de ellasy a la alta densidad de ramificaciones en su interior. Ademas,
en el caso del NAT-Weish al ser incorporado como bloque de construccion
en un material, le conferiria propiedades de un polimero inteligente,
sumando respuesta al pH del medio, debido a la presencia de los grupos
acido ionizables.

Para corroborar la obtencion de NAT-Weis y NAT-Weish, tanto los
reactivos de partida como los productos obtenidos se caracterizaron por
RMN-!H (Figura 1.13)

El espectro correspondiente al dendrén de partida, Weis, ya fue descripto
en la seccidon anterior de este capitulo (1.4.2).

El espectro del monomero NAT muestra cuatro sefiales, 3 de estas entre
5,6 y 6,4 ppm que integran para 1 H cada una y que corresponden a los
protones vinilicos (a, b y ¢c: CH>=CH). La cuarta sefial se encuentra a 3,8
ppm e integra para 6 H correspondientes a los protones de los grupos
metileno (d: CH>OH).
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El producto obtenido en la primera etapa (NAT-Weis), mostro tres sefiales
gue integran para 1 H cada una, entre 5,2 y 6,5 ppm correspondientes a
los protones vinilicos (a, b y c: CH>=CH). Ademas, un singlete a 4,7 ppm
gue integra aproximadamente para 6 H y una serie de multipletes entre
1,8y 2,5 ppm correspondientes a los protones del grupo metileno del NAT
(d: CH20R) y metileno del dendrén (e y f: CH2-CHy>), respectivamente. Por
ultimo, se puede destacar una sefal intensa a 1,5 ppm correspondiente a
los protones de los grupos ter-butilo del dendrén (g: C(CHs)s). Ademas,
se observan otras sefiales que no pueden ser asignadas a reactivos o
productos, indicando que, a pesar de los lavados realizados, el producto
no se encontraba completamente puro.

Por otro lado, el espectro obtenido del producto después de la hidrolisis
(NAT-Weish) mostré6 nuevamente tres sefiales entre 5,8 y 6,5 ppm que
integran para 1 H cada una, correspondientes a los protones vinilicos (a,
b y ¢c: CH>=CH). La sefial de los protones del grupo metileno (d: CH>)
aportado por NAT no se observan, probablemente debido a la
superposicion con la sefial del solvente a 4,7 ppm. Nuevamente, se
observa una serie de multipletes entre 1,8 y 2,6 ppm correspondientes a
los protones de los grupos metileno del Weis (d y e: CH»). Es importante
destacar que no se observa la sefial a 1,5 ppm (asignada a los grupos
metilo del ter-butilo), lo que indicaria una hidroélisis completa de los grupo
ter-butilo aportados por el dendrén. En este caso, el patron de sefiales se
corresponde completamente con las correspondientes al producto NAT-
Weish puro. Este hecho indicaria que las sefales de impurezas
observadas en el espectro de NAT-Weis, serian de caracter hidrofobico.
Con el fin de determinar la identidad de las impurezas, se registro el
espectro de RMN-'H del catalizador (dilaurato de dibutil estafio). Se
encontrd similitud de este espectro con las sefales identificadas como
impurezas, en el espectro de NAT-Weis, permitiendo afirmar que las
mismas provenian del catalizador, el cual no habia sido correctamente
eliminado durante los lavados del producto. El dilaurato de dibutil estafio
es un compuesto de caracter hidrofdbico, lo que explica porque ya no se
observa luego de la hidrolisis del NAT-Weis.
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Figura 1.13. Espectros de RMN-'H de Weis (CDCl;), NAT (D,0), NAT-Weis (CDCl;) y NAT-Weish

(D,0).
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1. 6. Sintesis y caracterizacion del monémero dendritico de amina
Behera de sequnda generaciéon (Bis Behera)

1. 6. 1. Parte experimental
1. 6. 1. 1. Obtencidon de Cloruro de acido del acido 5-nitroisoftalico

(CI-5NI)

En un equipo de reflujo previamente anhidrado, se hicieron reaccionar
0,4993 g (2,50 mmol) de &cido 5-nitroisoftalico (Ac-5NI) con 1,00 mL de
SOCIl2en 10,0 mL de THF. La mezcla de reaccion se dejo por 4 horas a
reflujo con agitacion constante.

Luego de transcurridas las 4 horas, el producto se concentro al vacio con
doble trampa, una sumergida en aire liquido para la solidificacion del
solvente y otra conteniendo buffer fosfato (pH 9), para neutralizar el HCI
formado durante la reaccion. El producto final fue un liquido anaranjado.

1.6.1. 2. Obtencidén de BisBehera-NO, (BBNO,)

Una vez seco el producto de cloracion del acido nitroisoftalico, se
redisolvié en 25,0 mL de THF y se adicion0 gota a gota desde una ampolla
de decantacion a un balén sobre un bafio de hielo con una solucién de
25,0 mL de 1,6600 g de AB (4 mmol) y 0,50 mL de trietilamina en THF. La
mezcla de reaccidn se dej6o con agitacidbn constante a temperatura
ambiente por 24 horas.

Una vez concluido el tiempo de reaccion, se procedio a la evaporacion del
solvente a baja presion.

Luego, se redisolvié el crudo de reaccion en cloroformo y se lavé con 3
alicuotas de salmuera y luego 3 alicuotas de agua. Finalmente, se
evaporo el solvente a baja presion a sequedad obteniéndose un soélido
color pardo. El avance de la reaccion se siguié por cromatografia en placa
delgada, utilizando hexano:diclorometano (20:80) como fase movil.

Se continué con la purificacion del producto por cromatografia en
columna, empleando silicagel 60 (poros 0,063-0,200 mm) (70-230 mesh
ASTM) y una mezcla de hexano:diclorometano (20:80), como fase movil.

El producto obtenido en esta etapa se caracterizdé por RMN Hy 13C.
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1. 6. 1. 3. Hidrogenacion de BBNO>: Obtencion de BBAmino (BBNH>)

En un recipiente para hidrogenacién se colocaron 0,2021 g de BBNO, (0,2
mmol), 0,0500 g del catalizador Pd soportado en carbono (10% Pd) y 50
mL de una mezcla de solvente cloroformo:metanol 50:50.

La mezcla de reaccion fue llevada a una presion de H, de 40 psi por 12
horas.

Una vez concluido el tiempo de reaccion, se procedido a purificar el
producto a través de una filtracién en columna de Celite utilizando CHCls.

El producto obtenido en esta etapa se caracterizé por RMN Hy 13C.

1. 6. 2. Resultados y discusidn

Como se menciond en la introduccion, una forma de buscar nuevas y
mejores propiedades en una molécula dendritica es utilizar como recurso
la derivatizacion de un dendron comercial, para obtener por ejemplo un
dendréon de segunda generacion con un aumento de la densidad de
grupos funcionales terminales, es decir, un aumento de la multivalencia.

Para lograr este objetivo se llevé a cabo en primer, lugar la activacion del
Ac-5NI con SOCI; (Figura 1.14).

socl,
HO OH—— 3 CI cl

THF, 4 h, reflujo
NO, NO,

Figura 1.14. reaccién de obtencién CI-5NI a partir de Ac-5NI.

Una vez activado, el producto obtenido posee dos atomos de carbono
altamente electrofilicos capaces de reaccionar con el grupo amino
nucleofilico del dendron AB. De esta manera, se prepara el compuesto
nitro bis behera o BBNO: (Figura 1.15).
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Figura 1.15. Esquema de reaccién de obtencién de la BBNO; a partir de CI-5NI y AB.

Dado que el punto focal del dendrén es un grupo nitro, es necesario llevar
a cabo una segunda derivatizacion, para obtener como “punto focal” de la
molécula dendritica un grupo funcional mas reactivo y asi, utilizar el
producto final como bloque de construccion para la obtencion de
materiales dendronizados.

Es por esto, que se llevo a cabo una hidrogenacién de BBNO,, es decir,
una reduccion del grupo nitro a grupo amino, para obtener BBNH, (Figura
1.16).

CH ,OH, CHCI 12 h
H, PdlC Tamb XQ)L

Figura 1.16. Esquemas de reaccion para la obtencion de BBNH; a partir de BBNO,.

Para confirmar la identidad de los productos obtenidos, se caracterizaron
por RMN Hy 13C.

En el espectro de RMN-!H del producto BBNO: se observé un singlete a
1,4 ppm perteneciente a los protones de los grupos ter-butilo (a: C(CHs)3),

2 multipletes entre 2,0 y 2,3 ppm pertenecientes a los H de los grupos
metileno (b y c: CH2) y 2 sefales a 8,8 y 8,7 que integran para 2y 1 H
respectivamente, pertenecientes al anillo aromatico (d y e: CH). Estas
ultimas sefales se desplazan a 7,6 y 8,0 ppm, respectivamente, luego de
la reduccion del grupo NO2 a NH2. Este hecho permite confirmar que la
reaccion de hidrogenacion fue eficiente (Figura 1.17).
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Figura 1.17. Espectros de RMN-'H de a BBNO; (CDCls) y BBNH, (CDCls).

Por otro lado, se obtuvieron los espectros de RMN-*C de ambos
productos, Figura 1.18.

En cuanto al espectro de BBNO, alrededor de 30 ppm se observan 3
sefales pertenecientes a los &tomos de carbono del grupo metileno (i y j:
CH2) vy de los sustituyentes metilo de los grupo ter-butilo (-C(CHsa)s),
ademas entre 120 y 150 ppm se observan 4 sefales pertenecientes a los
atomos de carbono aromaticos (c, d, ey f: CH), 2 sefiales a 80 y 58 ppm
correspondientes a los atomos de carbono cuaternario aportados por las
moléculas de Weis (h: C(CHz)3) y (g: NHC(CHy.)3), respectivamente y
finalmente, 2 sefiales a 172 y 163 ppm provenientes de los atomos de
carbono carbonilicos de los grupos éster (a: C=0O0C(CHz3)3) y amida (a:
NHC=0), respectivamente.
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Al analizar el espectro del BBNH2 se observan las mismas sefnales que
para BBNO: y con desplazamientos quimicos muy semejantes, a
excepcion de las sefales de los 4tomos de carbono arométicos en
posicion orto (f) y para (e) al punto focal. El desplazamiento de 131y 124
ppm a 116 y 115 ppm, respectivamente, evidencia nuevamente la

hidrogenacion del grupo nitro, que da lugar a la formacién del producto
BBNH..

Ci,j k

170 160 150 140 130 120 110 100 90 8 70 60 50 40 30
& (ppm)

Figura 1.18. Espectros de RMN-3C de BBNO; (azul) y BBNH, (verde).
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1. 7. Conclusiones parciales

Se llevé a cabo la sintesis y caracterizacion de diferentes moléculas
dendriticas, utilizando metodologias sintéticas de la quimica organica y
partiendo de dendrones comerciales, Weis y AB.

Los dendrones obtenidos poseen las caracteristicas estructurales
adecuadas para ser empleados como bloques de construccidén en la
preparacion de materiales con potenciales aplicaciones en el area de la
biomedicina, destacando para ello el uso siempre de unidades con una
conocida biocompatibilidad.

Teniendo en cuenta que, la sintesis y purificacion de los dendrones ABA
y ABC resulta méas sencilla y da lugar a mayores rendimientos, estos
resultan los mas adecuados para comenzar a trabajar en el desarrollo de
materiales dendriticos durante el estudio de esta Tesis.

Sin embargo, cabe destacar que, Nat-Weis y Nat-Weish resultan quizas
los mondmeros dendriticos desarrollados mas prometedores vy
novedosos, debido a que representan dendrones de segunda generacion,
con una alta densidad de grupos funcionales terminales, obtenidos en
pocos pasos de sintesis. Ademas, es destacable la posibilidad de
modificar el balance hidrofilico/hidrofébico, a través de la hidrolisis de los
grupos de la periferia, segun los requerimientos finales en el material a
ser incorporados. Se espera en un futuro, continuar el estudio de estas
moléculas y utilizarlas finalmente como bloque de construccion.

Estructuras obtenidas:

ABA NAT-Weis BB-NO,
‘¥ }__“.X{ :)(
TRV v G
e~ ; ;
D o} \)Lu S . )LCNE)L s Ok

|

HN
02
HO.__o o
O (@] F ,féo OH o
e F Ve wt 3,
(@] N ) J © o o o
HN 0] H O/H n”.‘H o N N o
T . AN kQA e
~ HEMA-Weis ron A
ABC NAT-Weish BB-NH;
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Nanogeles






Resultados _

Parte |1: Nanogeles

Introduccidn

Un gel es una red polimérica tridimensional reticulada capaz de absorber
una gran cantidad de solvente sin disolverse, debido a la presencia de
enlaces fisicos o quimicos entre las cadenas.[1-4] Si el solvente es agua
se lo denomina hidrogel y, si éste es de tamafio submicrénico en todas
las dimensiones, se lo denomina Nanogel (NG), Figura I1.1.[5,6]

Macro Nano

Figura Il.1. Esquema de comparacién entre lo macro y lo nano.

El término Nanogel se introdujo por primera vez en 1999 por Vinogradov
et al. en un articulo publicado en la revista Colloids and Surfaces B, donde
se reportd la preparacion de una red hidrofilica de poli(etilenglicol) y
polietilenimina reticulada quimicamente.[7]

Desde entonces, el diseiio de NGs poliméricos con nuevas propiedades
representa un campo de constante interés en diversas disciplinas, y se
han desarrollado para una gran variedad de aplicaciones, ya que pueden
formarse a partir de compuestos de origen natural y/o sintético. Ademas,
dependiendo de sus componentes pueden ser capaces de expandirse y
absorber grandes cantidades de agua o fluido biologico, tener diversos
comportamientos o0 propiedades fisicoquimicas y hasta ser
biocompatibles.[4,8]
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El desarrollo de nanoestructuras es de interés en aplicaciones
biomédicas, sobre todo como nanocarriers en el suministro de productos
farmacéuticos activos, agentes de imagen o transferencia génica. Por
ejemplo, los materiales utilizados como portadores en la entrega de
medicamentos generalmente deben estar en el rango de los nanémetros
y deben ser de tamafno uniforme (monodispersos), para mejorar su
capacidad de atravesar las membranas celulares, y reducir el riesgo de
eliminacion no deseada del cuerpo a través del higado o el bazo. Los
NGs, debido a su estructura tridimensional en forma de redes, son
capaces de encapsular grandes cantidades de diversos compuestos
como farmacos, proteinas, ARN, etc. Ademas, dependiendo de las
caracteristicas del material, también pueden llevar a cabo una liberacion
diferenciada y/o controlada seguin el medio o incluso ser dirigidos
especificamente al sitio de accidn deseado. Y finalmente, si dichos
portadores estan conformados con los componentes adecuados, es
posible su desintegracién o eliminacion, sin generar residuos téxicos o
resultados adversos en el organismo.[4,8-12]

Los NGs se pueden clasificar de muchas maneras, las mas utilizadas son
las siguientes:

1) Por el tipo de enlaces, Figura Il.2. Los enlaces son importantes para
mantener la estructura de la red tridimensional y para prevenir la
disolucion de las cadenas.[5,8] Existen dos clases:

a) NGs fisicamente reticulados. Este tipo de NGs dan lugar al concepto
de NGs reversibles, los cuales pueden experimentar una transicion de su
estructura tridimensional estable a una solucion de polimero. Los enlaces
entrecruzados se forman a partir de fuerzas de atraccion no covalentes
entre las cadenas poliméricas. Estas fuerzas son a menudo del tipo
puente hidrégeno, interacciones hidrofobicas o electrostaticas.[13,14]

b) NGs quimicamente reticulados.[6,15] Estos materiales son
generalmente mas estables que los fisicamente reticulados, porque el
entrecruzamiento se forma por enlaces covalentes. Las reticulaciones
quimicas son estructuras permanentes, a menos que se introduzcan
intencionalmente enlaces quimicos labiles.[16]
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a) b)
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PVA-g-NIPA entrecruzado P(NIPA) entrecruzada
fisicamente con acido bérico con poliglicerol

Figura 11.2. Esquema de comparacion para NGs clasificados segln su tipo de entrecruzamiento a)
fisico y b) quimico.

2) Por el tipo de materiales con los cuales fueron sintetizados. Existen a)
NGs sintetizados a partir de materiales sintéticos [17,18] o b) de origen
natural [19,20]. Ademas, se han desarrollado los denominados NGs
hibridos que combinan ambos tipos de materiales [21,22] o incluso
cualquiera de ellos con otros componentes, como nanoparticulas
metalicas [23], silica [24], entre otros.

3) Por su respuesta al medio: a) estimulo-sensibles y b) estimulo-no
sensibles. Los NGs estimulo sensibles han sido denominados materiales
“inteligentes”, ya que tienen la propiedad de experimentar transiciones de
fase cuando hay pequeinos cambios en las variables externas, tales como
temperatura [25], pH [26], fuerza ionica [27], luz [28], campo magnético
[29], entre otros. Esta transicion de fase suele traducirse en un cambio
estructural/conformacional en el material. La respuesta de los NGs esta
determinada por el tipo de monémero o polimero utilizado, el tipo de
enlaces y/o cualquier post-modificacion realizada.[14]

4) Por tipo de carga. Cuando un NG colapsado (libre de solvente) se
hincha en una solucién de algiin compuesto, farmaco o proteina, el mismo
puede ingresar a la red y, como se menciond anteriormente, ser
encapsulado en el interior. Los grupos funcionales presentes en las
cadenas de los polimeros que conforman el material pueden ser no
i0nicos, catidnicos [25], anionicos [17] o anfotéricos [30], pueden tener
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zonas hidrofilicas o hidrofébicas o una combinacion de ambas [31].
Depende de dichos grupos funcionales, el tipo y cantidad de carga, que
puede encapsular el material.

Estos son solo algunos de los modos de clasificacion, pero pueden existir
otros, y la combinacién de todas estas caracteristicas permite infinitas
posibilidades en el diseio de NGs con distintas propiedades y
aplicaciones.

En este apartado se abordara la sintesis y caracterizacion de diversos
NGs, que abarcan un amplio espectro dentro de estas clasificaciones. Por
un lado, el desarrollo de NGs inteligentes con respuesta al pH y a la
temperatura, obtenidos integramente a partir de materiales sintéticos y
por el otro, materiales obtenidos a partir de polimeros de origen natural,
tales como quitosan y gelatina. En ambos casos, entrecruzados con
enlaces quimicos y con capacidad de carga debido a las cavidades
internas del material.

Ademas, se abordara el desarrollo de materiales hibridos que combinan
materiales tanto sintéticos como de origen natural, sin respuesta a
estimulos, como PVA con polifenoles, y con respuesta a estimulos, PVCL
con gelatina y acido tanico. En este caso, la formacion de los mismos es
a través de entrecruzamientos del tipo fisicos.
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Como se menciond en la Introduccion General, los geles de polimeros
inteligentes de tamafio nanoscopico, capaces de hincharse de forma
reversible en agua y evitar que se disuelvan por reticulacion, son
candidatos muy prometedores para su uso en biomedicina debido a su
tamano ajustable, porosidad y perfil de hinchamiento.[1,2]

Entre los NGs inteligentes mas estudiados se pueden encontrar los
termosensibles encabezando la lista. La capacidad de respuesta térmica,
es la capacidad de un polimero de cambiar drasticamente al menos una
de sus propiedades fisicoquimicas, dependiendo de la temperatura.[3-5]
Estos polimeros se clasifican en dos grupos, aquellos que exhiben una
temperatura de solucién critica inferior (LCST) y los que exhiben una
temperatura de solucién critica superior (UCST). Un polimero LCST es
soluble (hinchable) por debajo de una temperatura critica e insoluble por
encima de esta, mientras que sucede lo opuesto para un polimero
UCST.[5,6] En ambos casos, existe un equilibrio entre las interacciones
polimero-polimero y las interacciones polimero-solvente y es la
temperatura del medio la que determina cudles seran las interacciones
gue predominen.[5,6] Mientras no se produzca degradacion del polimero,
la capacidad de respuesta térmica es una caracteristica reversible y estos
polimeros aun exhiben una temperatura critica incluso después de varios
ciclos de calentamiento/enfriamiento.[3,4]

La transicion de fase de las nanoparticulas se observa como una
temperatura de transicion de fase de volumen (VPTT), es decir, que en
agua experimentan una transicion de un estado hinchado a uno colapsado
al variar la temperatura. Esto se debe a que, junto con el aumento de la
hidrofobicidad de las cadenas de polimero, las moléculas de agua
disociadas se expulsan del interior del NG, lo que provoca una
disminucion en el volumen por encima de la LCST, o por debajo de la
UCST, del polimero (Figura 2.1.).[1,7-9]

75



 seccionll Capitulo 2

Los reportes sobre polimeros
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’6 al interés especial en los NGs
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% | {;% basados en polimeros, que
T<UCST ‘e tienen una temperatura de
_ solucion critica (LCST) cercana a
e aonreeeis, 1 fisiologica1-10] En la
temperatura. mayoria de estos sistemas los
enlaces puente  hidrégeno
permiten al material tener la capacidad de respuesta térmica, lo que
representa una ventaja cuando son empleados en un entorno bioldgico,
una solucién compleja de diferentes iones y con valores de pH variables.
La estabilidad de un enlace tipo puente hidrégeno se rige por la
temperatura. A medida que aumenta la temperatura, aumenta la agitacion
molecular y las moléculas no permanecen en una posicion estable entre
si, debilitando este tipo de enlaces. En este caso, la interaccion de las
moléculas de agua con los grupos funcionales de una cadena polimérica
es mas débil a medida que aumenta la temperatura y el efecto hidrofébico
se vuelve predominante, ya que las interacciones polimero-polimero son
mas importantes que las interacciones polimero-agua, y asi la red elimina

el solvente y colapsa.[3,10,11]

|

€

Entre los diferentes polimeros termorresponsivos disponibles para el
disefio de NGs con aplicaciones biomédicas, la poli(N-isopropilacrilamida)
(PNIPAM) y la poli(N-vinilcaprolactama) (PVCL) son algunos de los
candidatos mas prometedores, debido a su biocompatibilidad y su LCST
de alrededor de 32°C, cercana a la temperatura fisiolégica (Figura
2.2.).[1,9,12,13]
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Tanto PVCL como PNIPAM, son
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amida ciclica hidrofilico y una
cadena principal alifatica Q

hidrofébica. El grupo amida esta o N

directamente unido a la cadena Noh,

principal, y en caso de hidrdlisis, en

condiciones fuertemente acidas,

produce un acido carboxilico Figura 2.2. Estructura de los monédmeros
polimérico, y no un pequeio NIPAMYy Vel

ompuesto amida tbéxica, que no es deseable para aplicaciones
biomédicas, como ocurre en el caso de PNIPAM. Por lo tanto, el uso de
PNIPAM como biomaterial puede estar limitado debido a su mayor
citotoxicidad y su menor viabilidad celular en comparacion con

PVCL.[7,14-16]

La polimerizacion de VCL con diferentes comonémeros, ha sido estudiada
sistematicamente en los ultimos afos.[17-20] Aunque no se han
reportado trabajos de funcionalizacion/copolimerizacién con estructuras
dendriticas.

En busca de una optimizacién de la funcionalidad de los NGs a base de
VCL y con el fin de obtener materiales novedosos para su potencial
aplicacion en nanomedicina, resulta interesante la incorporacion de
bloques de construccion dendriticos dentro de la estructura de dichos
NGs.[21-24]

Como se menciond anteriormente, las estructuras dendriticas son
particularmente interesantes por sus propiedades fisicoguimicas, las
cuales estan controladas por sus caracteristicas estructurales y
geomeétricas. El equilibrio hidrofilico-hidrofébico y el potencial multivalente
del NG pueden ajustarse, de acuerdo con el tamafio del dendron y el
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namero Yy tipo de grupos funcionales en la periferia, la generacion y el
grado de dendronizacion.[22,25,26]

Otro estimulo que puede emplearse para cambiar las caracteristicas de
un NG, es el gradiente de pH. Este factor es de interés por ejemplo en
sistemas de liberacion controlada, teniendo en cuenta que la zona extra e
intracelular y entre un tejido sano y uno enfermo, hay variaciones en el
valor del pH.[27] Por lo tanto, un transportador sensible al pH puede
entregar selectivamente su carga a los diferentes tejidos sanos o
inflamados.[28] Los sistemas que son pH-responsivos poseen en su
estructura grupos funcionales ionizables, como por ejemplo acido
carboxilico [20] o amina.[29]

Teniendo en cuenta la fundamentacion previa y la conocida
biocompatibilidad y no toxicidad de la VCL [14] y de los derivados de
dendrones comerciales del tipo Newkome [22,30], resulta de interes la
sintesis de NGs por combinacion de estos mondmeros, clasicos y
dendriticos (ABA y ABC), que revistan potenciales aplicaciones en
biomedicina.[31-33] El dendron ABC ademas de las ventajas de las
moléculas dendriticas antes mencionadas, puede sumar al sistema
grupos acido ionizables otorgando al material la capacidad de responder
al pH del medio.[22]

Siendo el disefio de biomateriales inteligentes de fundamental importancia
en el desarrollo de sistemas novedosos para la nanomedicina, se
plantearon para este capitulo los siguientes objetivos especificos:

» Sintetizar y caracterizar NGs termosensibles con la técnica de
polimerizacidn por precipitacion a partir de N-vinilcaprolactama (VCL).

» Estudiar el comportamiento térmico de los NGs de PVCL.

> Sintetizar y caracterizar NGs termosensibles dendriticos a partir de
VCL y un dendron (ABC o ABA).

> Evaluar el efecto dendritico en los NGs dendriticos.
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Se comenzo el estudio con la sintesis de los NGs homopoliméricos a partir
del mondémero termomensible N-vinilcaprolactama (VCL 100%) y N,N'-
metilenbisacrilamida (BIS) como agente entrecruzante. En primer lugar,
se evalué el efecto del tipo de iniciador (KPS, NaPS, APS o
canforquinona), la presencia de tetrametiletiliendiamina (TEMED) y el
medio de polimerizacion (agua destilada, agua de grado Mili-Q o Buffer
pH 7) (Tabla 2.1). Se estudio, para todos los productos obtenidos, la
respuesta a la temperatura, como un parametro de eficiencia del método
de polimerizacién. Para ello, los sistemas obtenidos en solucién se
llevaron a un bafo a 60 °C y luego a uno de hielo.

Luego de optimizadas las condiciones de reaccion (iniciador, presencia
de TEMED y medio de reaccién), se varié el porcentaje del reticulante
(BIS) entre 0,5y 4,0%.

Todos los NGs se prepararon por polimerizacion por precipitacion de
acuerdo con el siguiente procedimiento: 0,0800 g de VCL y 0,0013 g del
tensioactivo dodecilsulfato de sodio (SDS) (0,9% en moles), se disolvieron
en el medio correspondiente hasta llegar a un volumen final de reaccién
de 3,0 mL (Tabla 2.1). Todas las soluciones se purgaron igualmente con
nitrdgeno durante 15 minutos bajo agitacibn mecanica continua para
eliminar el oxigeno disuelto.

Finalmente, se afiadié 1% en moles del iniciador y 1% en moles de
TEMED (cuando correspondiera) respecto a la cantidad de mondémeros
totales. La reaccion se llevo a cabo a 70 °C durante 5 h con agitacion
continua.

Al finalizar el tiempo de reaccién, para eliminar el tensioactivo y los restos
de monomero sin reaccionar, los NGs se purificaron por dialisis
empleando una membrana con un limite de peso molecular de 50 kDa,
contra agua destilada durante una semana. Posteriormente y para su
caracterizacion, las muestras se liofilizaron obteniendo un sélido blanco.
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Los productos obtenidos se denominaron segun su composicion P(VCL)x
donde x representa el porcentaje en moles de BIS con respecto a los
moles totales de monémero (VCL).

Se realizaron varias repeticiones de cada sistema para confirmar su
reproducibilidad y fueron caracterizados por DLS, UV, TGA, TEM, RMN y
FT-IR, siguiendo los procedimientos descriptos anteriormente en la
seccion Materiales y Métodos.

Siguiendo una metodologia semejante a la descripta en el punto 2.3.2. se
sintetizaron polimeros dendriticos, afadiendo al medio un monomero
dendritico (ABA o ABC) derivado de amina Behera previamente
sintetizado, tal como se describio en el Capitulo 1. Nuevamente, se vario
la cantidad de reticulante (entre 0,5 y 4%) asi como el grado de
dendronizacion (entre 0,5y 3%).

Las reacciones de copolimerizacion con ABA se llevaron a cabo en agua
de grado Mili-Q y con ABC en Buffer pH 7,0. Se agregé al medio de
reaccion la cantidad apropiada de VCL, de dendréon (de acuerdo a la
relacion final de mondmeros buscada, ver Tabla 2.3, 2.4, 25y 2.6) y
0,0020 g del surfactante SDS (1,4% en moles), hasta obtener
concentraciones de monomeros totales de 0,2 M en un volumen final de
3 mL. De igual manera, todas las soluciones se purgaron con nitrégeno
durante 15 minutos bajo agitacion mecanica continua para eliminar el
oxigeno disuelto.

Finalmente, se afadié 1% en moles de KPS y 1% en moles respecto a la
cantidad de monomeros totales de TEMED. Las condiciones de reaccion
fueron idénticas a la sintesis de NGs de PVCL, 70 °C durante 5 h con
agitacion continua.

Para eliminar los restos de mondémeros sin reaccionar y el tensioactivo,
los NGs se purificaron por dialisis con una membrana con un limite de
peso molecular de 50 kDa contra agua destilada durante una semana.
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Posteriormente y para su caracterizacion, las muestras se liofilizaron
obteniendo un sélido blanco.

Los productos fueron denominados segun su composicion P(VCL-co-
ABAY)x y P(VCL-co-ABCY)x donde y representa el porcentaje de dendron
y X el porcentaje en moles de BIS, con respecto a los moles totales de
mondmeros.

Se realizaron varias repeticiones de cada sistema para confirmar su
reproducibilidad y fueron caracterizados por DLS, UV, y FT-IR siguiendo
los procedimientos descriptos anteriormente en la seccion Materiales y
Métodos.

La polimerizacion por precipitacion consiste en llevar a cabo la reaccion
en solucion, a una temperatura superior a la temperatura de transicion de
fase del material. Luego de iniciada la reaccion, cuando la longitud de la
cadena de los oligbmeros crece, su solubilidad en agua disminuye y los
sistemas homogéneos anteriores se vuelven heterogéneos, con
particulas que forman una fase dispersa y son estabilizados por un
surfactante. Dentro de la fase dispersa, las particulas crecen a medida
gue la polimerizacion continGa hasta la llamada "longitud critica" en la que
se detiene la polimerizacion y el NG colapsa, Figura 2.3.[17,23,34]

Las reacciones de polimerizacién pueden involucrar distintos tipos de
iniciadores, como por ejemplo los iniciadores por temperatura [6,35-37],
por radiacion UV [38,39], por polimerizacion radicalaria por transferencia
electronica (ATRP) [40,41] entre muchos otros.

Algunos iniciadores termosensibles, y los mas ampliamente utilizados,
son los persulfatos (APS, NaPS y KPS), que tienen grupos aniénicos en
la estructura. Estos se descomponen en fase acuosa a partir de cierta
temperatura y forman radicales oligoméricos en presencia de un
monomero vinilico (Figura 2.4.).[42]
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Figura 2.3. Esquema de la sintesis de NGs de PVCL preparados por polimerizacidn por precipitacion
en

fase acuosa.

Otro tipo de polimerizacion, cada vez mas utilizada en los ultimos tiempos,
es la fotopolimerizacion, la cual representa una alternativa mas
sustentable, ya que involucra condiciones mas “suaves” de reaccion, que
incluyen menores temperaturas y tiempos de reaccion, debido a la
posibilidad de utilizar fuentes de energia de bajo consumo LEDs (por sus
siglas en inlgés Light Emitting Diode).[43,44]

Una de las alternativas para llevar a cabo una reaccion de
fotopolimerizacion es el empleo de canforquinona, una molécula capaz de
absorber en la region del visible entre 400-500 nm debido a las
transiciones n-1* del cromoforo a-dicarbonilo. Debido a esto, la reaccién
puede ser iniciada con luz azul (450-500 nm).[39,44]

Frente a todas estas posibilidades, se seleccionaron los iniciadores del
tipo persulfato y canforquinona, para evaluar las mejores condiciones de
reaccion para obtener NGs a partir de VCL.

60°C 6 —\
& TEMED 0 X Q_ X X X
A2 P29 —— 2080 — 050 A AN
0-5-0 O & 0 ' |

0

Figura 2.4. Esquema de polimerizacion radicalaria iniciada con persulfato
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La temperatura del medio de reaccion determina cudles seran las
interacciones que estaran favorecidas, las polimero-polimero o las
polimero-solvente. En el caso que predominen las interacciones polimero-
polimero, las cadenas del mismo tienden a asociarse entre si y
eventualmente separarse de la solucion, lo que conduce a una
suspension turbia. Para los polimeros del tipo LCST, las cadenas del
polimero son hinchables por debajo de la temperatura de transicion y
mantienen una alta afinidad con el medio circundante lo que torna la
solucion transparente, siendo mas importantes las interacciones
polimero-solvente. La temperatura a la cual ocurre la transicion de fase
se denomina T, (por sus siglas en inglés Cloud point temperature) [13,45]
y es aprovechada para determinar de manera rapida la capacidad de
responder a los cambios de temperatura (termo-sensibilidad), de los
distintos NGs sintetizados bajo las diferentes condiciones de reaccion.

Una vez realizada la sintesis en los distintos medios de reaccion (agua
destilada, agua MiliQ y solucién buffer) y con los distintos iniciadores
(KPS, APS, NaPS y canforquinona), se consideré como parametro para
determinar la eficiencia de las condiciones de reaccion la termo-
sensibilidad observable a nivel macroscépico.

Los resultados obtenidos permitieron concluir que, los NGs
termosensibles solamente se obtuvieron al emplear como iniciador KPS
en buffer pH 7 o agua de grado Mili-Q. Ademas, se observé que la
reaccion ocurre aun en ausencia de TEMED aunque, la presencia de este
activador o catalizador, da lugar a NGs de menores valores de Dny de
indices de PDI, a tiempos mas cortos de reaccion. Esto quiere decir, que
las cadenas poliméricas crecen a mayor velocidad, ya que se observé que
el medio de reaccion se enturbia a tiempos mas cortos, lo cual indica que
las cadenas se estan formando a velocidades mayores. Este efecto se
traduce en menores tiempos de reaccion con un gasto de energia menor.
En base a estos resultados, se considerd que las mejores condiciones de
reaccion que permiten la obtencion de NGs termo-sensibles de tamafio
adecuado requiere el empleo de TEMED como catalizador de la
polimerizacién. Con el resto de las condiciones puede que el peso
molecular de los materiales obtenidos sea muy bajo, por lo que, el largo
de la cadena del polimero no es lo suficientemente extenso como para
presentar una respuesta al cambio de la temperatura del medio.
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Tabla 2.1. Respuesta termosensible* de NGs de VCL.

Buff?r i No detectada
H-O
destilada No detectada

Mili Q No detectada

Bufft;r B Detectada
KPS/TEMED Mili Q Detectada

Canforquinona B“ﬂ‘;r B No detectada

*La deteccion de la termosensibilidad se realizé observando de manera visual la aparicion de turbidez

0 no con el aumento de la temperatura.

Una vez optimizadas todas las condiciones de reaccion y sintetizados los
NGs de PVCL entrecruzados con BIS, se procedio a su caracterizacion.

Para confirmar la polimerizacion de VCL vy la reticulacion con BIS se
llevaron a cabo mediciones de espectroscopia FT-IR.

La Figura 2.5. muestra los espectros FT-IR correspondientes al
monomero VCL y a los NGs con 0,5y 4 % de BIS.

En cuanto al espectro del mondémero, el mismo presenta las bandas
caracteristicas a 2900-3000 y 1648 cm~ ! debido a la vibracién de
estiramiento de Csp3-H y C=C respectivamente, correspondientes a la
cadena alquilica y al resto vinilico presentes en la VCL. Ademas, se
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observan dos sefiales a 1698 y 1476 cm™ ! correspondientes al enlace C
=0y C - Ndel grupo amida presente en el monémero (Figura 2.5 (a)).[46]

Los NGs, por otro lado, mostraron un corrimiento de la banda del grupo
C=0 a 1634 cm y la desaparicion de la banda correspondiente al resto
vinilico, confirmando asi la completa polimerizacion y correcta eliminacion
de los restos del mondmero sin reaccionar. Ademas, se observo la
aparicion de una banda entre los 3000 y 3500 cm™ correspondiente al
estiramiento N — H y un hombro a 1535 cm™, ambos correspondientes al
estiramiento y deformacion del enlace N-H (grupo amida) del
entrecruzante y, cuyas intensidades relativas, aumentan con la cantidad
de reticulante agregado (Figura 2.5 (b) y (c)).

1698 —>
1648 —

=
NG

%T

|

=

1634 — \
1476
1535
‘35‘00| o ‘30|00‘ - |25‘00‘ - Izobol - ‘15‘00‘

Numero de onda (cm-")

Figura 2.5. Espectros FT-IR de (a) VCL, (b) P(VCL)o,s Y (c) P(VCL)4

El espectro de H-NMR, del monémero VCL muestra sefiales a 7,2; 4,8 y
4,6 ppm (1H cada uno, =CH protones vinilicos), y a 3,7; 2,6 (2H cada uno,
—-CH2) vy 1,7 ppm (6H, -CH2), correspondientes al anillo de la
caprolactama.[47] En los espectros de 'H-NMR de los NGs de PVCL,
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posible observar el ensanchamiento tipico de las sefales, asi como la
desaparicion de aquellas provenientes de los protones vinilicos (Figura
2.6.). Estas evidencias permiten confirmar la reaccién de polimerizacion y
la ausencia de mondmero libre, indicando que todo el mondémero ha
polimerizado o fue eliminado completamente durante la purificacion final

de los NGs.
da
a d C b '_I
e
d
o” N7 €
f
dI\CHzf
| e .
J L J
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7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.

& (ppm)

Figura 2.6. Espectros de RMN-'H de (a) el monémero VCL (D,0) y (b) NGs de P(VCL)4(D0).

El comportamiento térmico de los reactivos y los NGs secos se investigd
cualitativamente mediante analisis termogravimétrico TGA (Figura 2.7.).
En el perfil térmico del mondémero VCL, se observa una pérdida de masa
unica alrededor de 400°C. Por otro lado, el termograma del entrecruzante
muestra dos pérdidas de masa, a 190 y 230°C. Para los NGs
entrecruzados (P(VCL)2 y P(VCL)4), las curvas muestran el comienzo de
la degradacién térmica a temperaturas menores que el mondmero
(alrededor de 360°C) y luego una pérdida de masa mas importante a
400°C. Este inicio de la degradacion térmica de los NGs se observa a
menores temperaturas, corresponde con la degradacion de BIS a
temperaturas mas bajas [24] y evidencia la incorporacién de este en la red.
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Figura 2.7. Curvas de TGA de los reactantes, VCLy BIS, y de los NGs de P(VCL) sintetizados con

distinto grado de entrecruzamiento.

Una vez obtenidos los NGs con diferente grado de entrecruzamiento, se
midieron el diametro hidrodinamico (Dh) y el indice de polidispersidad
(PDI) a 15°C, de modo de permanecer por debajo de la temperatura de
transicion de fase, Tabla 2.2. En todos los casos, se obtuvieron tamafos
dentro de la escala nanométrica y valores de PDI entre 0,2 y 0,4. Se
observo que, al aumentar el grado de entrecruzamiento del NG aumenta
el valor de Dh. Este ultimo comportamiento es opuesto a lo que se espera
en este tipo de sistemas ya que, por lo general, un aumento en el grado
de entrecruzamiento conlleva a una disminucion del tamafio del hidrogel,
debido a un aumento en la rigidez del sistema que dificulta la expansion
de la red. Forcada y col. [48,49] han estudiado y reportado la relacion
existente entre la nanoestructura del NG y su comportamiento. La
velocidad de reaccion del agente entrecruzante (BIS) es mayor que la del
mondémero (VCL), formando una estructura de tipo core-shell, con un
nacleo rico en BIS rodeado de una coraza de VCL, Figura 2.8. Luego, a
una mayor concentracion de BIS, el tamafio del nacleo aumenta, y el
resultado es un NG con mayor Dh.
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Figura 2.8. Esquema estructural de los NGs de VCL segun la cantidad relativa de BIS.

Ademas, la temperatura de transicion de fase de cada NG se determind
por turbidimetria UV-vis. En la determinacion de la Tcp se aprovecha el
cambio visual de la solucion, transparente a turbia, temperatura que se
conoce también como punto de nube. Para realizar esta determinacion,
se mide la absorbancia de una solucion de NG a una determinada longitud
de onda (tipicamente 600 nm), mientras se calienta empleando una rampa
de temperatura adecuada. La transmitancia de luz es maxima cuando la
solucién es completamente transparente, indicando que el polimero es
completamente soluble en el medio acuoso, mientras que es minima
cuando la solucion se vuelve turbia. El punto de inflexion de la curva
obtenida en el grafico de Absorbancia en funcion de la temperatura
corresponde al valor de la Tcp del material.[3]

Los valores de Tcp obtenidos a partir de espectroscopia UV-vis, fueron
comparados con la temperatura de transicion de fase (Tf) determinados
por DLS. Para llevar a cabo estas ultimas medidas, se determinaron los
valores de Dh de los NGs, empleando una rampa de temperatura y
observando el valor de temperatura a partir de la cual ocurre la transicion
de fase de volumen y los NGs colapsan. Los valores obtenidos por ambas
metodologias fueron comparables, tal como se muestra en la Tabla 2.2.

Para NGs con porcentajes bajos de BIS, la temperatura de transicion fue
semejante, pero por encima del 2% de entrecruzante estos valores
comienzan a disminuir (Figura 2.9). La molécula de BIS es mas hidrofilica
gue el monomero VCL vy, por lo tanto, un aumento en la cantidad de
entrecruzante deberia resultar en valores de Tcp/Tf mas altos. Teniendo
en cuenta el tipo de estructura propuesto para los NGs (core-shell), un
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mayor porcentaje de BIS forma un corazén muy denso, favoreciendo la
formacion de interacciones intramoleculares del tipo puente hidrégeno
entre los grupos amida. En consecuencia, la temperatura de transicion de
fase disminuye, predominando las interacciones polimero-polimero sobre
las interacciones polimero-solvente. El resultado final son valores de
temperatura de transicion menores a medida que el porcentaje de
entrecruzamiento de la red aumenta lo suficiente.

Capitulo 2

Tabla 2.2. Valores de didmetro hidrodinamico (Dh), temperatura de enturbiamiento
(Tcp) y temperatura de transicion de fase (Tf) de NGs P(VCL)x.

Tf (°C) Dh (nm)’
P(VCL)o;s 0,5 32,8+0,2 32,7+0,3 68 + 3
P(VCL): 1,0 32,3+0,3 32,5+0,2 73+1
P(VCL). 2,0 32,1+0,2 32,1+0,4 120+ 3
P(VCL)3 3,0 30,8+0,4 30,9+0,5 155+ 3
P(VCL)4 4,0 25,2+0,3 24,4+0,3 199 + 2

* Dh medido por debajo de la temperatura de transicion de fase de los NGs
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Figura 2.9. Variacion de Tcp y Dh de los NGs de P(VCL)x (0,0800 g iniciales de VCL) en funcidn del
porcentaje de BIS.

Para examinar la distribucion del tamafio y la morfologia de los NGs, se
realizaron estudios TEM en uno de los sistemas. La Figura 2.10 muestra
la imagen TEM vy la distribucién de tamafio correspondientes a P(VCL)a.

La imagen TEM revela un tamafo promedio de aproximadamente 50 nm,
mostrando baja polidispersidad y forma esférica de las particulas. El valor
de Dh determinado por DLS es mayor que el obtenido a partir de TEM.
Este hecho se debe a que las medidas en DLS se realizan en solucion
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donde los NGs se encuentran en un estado hinchado, en cambio esto no
sucede en las obtenidas con TEM, donde la muestra debe estar seca.
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Figura 2.10. a) Imagen TEM y b) distribucion de tamanfios para los NGs P(VCL)a.

2. 4. 2. Sintesis y caracterizacion de NGs dendriticos a partir de
VCL v ABA o ABC

Se llevd a cabo la sintesis de NGs dendriticos empleando ABA y ABC
como monomeros dendriticos, los cuales fueron sintetizados segun se
detallo en el Capitulo 1.

Por un lado, el dendron ABA es de caracter hidrofébico debido a la
presencia de los grupos ter-butilo terminales, los que ademas generan
impedimento estérico en la periferia.

Por el otro lado, el mondémero dendritico ABC posee un caracter
hidrofilico, con una alta densidad de grupos &cido en la periferia y al igual
gue el dendrén ABA, genera un impedimento estérico importante, no solo
debido al tamafio de los grupos, sino también debido a la posibilidad de
ionizacion de los grupos acido a grupos carboxilato, provocando repulsion
entre las cargas negativas.

Siguiendo la metodologia descripta en la Parte Experimental de este
Capitulo, se llevo a cabo la sintesis de los NGs dendriticos y su posterior
caracterizacion.
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Los espectros FT-IR de los NGs
dendriticos mostraron ademas, Q

de las bandas caracteristicas ¢ N

del bloque dendritico, las k\CHz
correspondientes a la VCL, de

acuerdo a la descripcion del =>:o
espectro correspondiente alos HN)
NGs P(VCL) homopoliméricos. HN

En los NGs dendriticos se =

observa la aparicion de una OM
= =0

banda a 1730 cm? para 0 /

NH 9 N Z° HN
P(VCL-cO-ABA) y 1723 cm®  / g Y
para P(VCL-co-ABC), NH 0 HN
correspondiente al estiramiento o= =0
del enlace C=0 de los grupos

carbonilo, ester 0 éCidO, Figura 2.11. Esquema de reaccién de polimerizacién
presentes en las moléculas de los NGs dendriticos
dendritcas ABA y ABC,

respectivamente. Es importante destacar que, se observa un aumento en
la intensidad relativa de esta ultima sefial con el aumento en el porcentaje
de dendron, Figura 2.12.

En los espectros correspondientes a los NGs P(VCL-co-ABC), al
aumentar el porcentaje de dendrén, aumenta el aporte de grupos hidroxilo
y esto se evidencia por un aumento en la intensidad relativa de la sefial
de estiramiento del enlace O-H entre 3000 y 3500 cm™ con respecto a la
banda de estiramiento C-H sp® aproximadamente a 2900 cm™.

Nuevamente, y al igual que en los espectros de los NGs P(VCL)
homopoliméricos, se observa un hombro a 1535 cm™ que corresponde a
la deformacion del enlace N-H (grupo amida) del BIS cuya intensidad
relativa aumenta con la cantidad de entrecruzante incorporado.
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Figura 2.12. Espectros FT-IR de (a) P(VCL)os, (b) P(VCL)s, (c) P(VCL-co-ABA)os, (d) P(VCL-co-
ABA3);, (e) P(VCL-co-ABC®?)gsy (f) P(VCL-co-ABC3),.

Luego del analisis espectroscépico de los NGs dendriticos con diferente
grado de entrecruzamiento y dendronizacion, se determinaron por DLS
los valores de Dh y de PDI a 15°C, temperatura por debajo de la
temperatura de transicion de fase de los materiales. En todos los casos
se obtuvieron tamafios dentro de la escala nanométrica y valores de PDI
entre 0,2 y 0,4. La determinacion de Tcp de cada NG se realiz0 por
turbidimetria.

92



Seccion 1l

Los primeros resultados a discutir corresponden a NGs dendriticos con
diferente grado de entrecruzamiento, manteniendo constante el
porcentaje de dendronizacion en 1%.

Después de medir los valores de Tcp de los materiales dendriticos con
ABA 'y ABC, es posible concluir que la presencia de ambos dendrones en
la matriz polimérica aumenta la temperatura de transicion del material,
siendo mas significativo el aumento en los NGs con ABC (Tablas 2.3 y
2.4). Ademas, los NGs formados por copolimerizacion de VCL con ABA
mostraron la misma tendencia al variar el porcentaje de reticulante que
los NGs P(VCL). Es decir, a mayores grados de entrecruzamiento, se
observaron menores temperaturas de transicion de fase.

Las caracteristicas hidrofébicas del dendron ABA dificulta que las
moléculas de agua ingresen a la red, por lo que prevalecen los enlaces
del tipo puente hidrogeno intramoleculares entre las cadenas de BIS,
presente fundamentalmente en el corazon del NG. Este comportamiento
se refleja en una disminucion en el valor de la Tcp a un mayor porcentaje
de entrecruzamiento. Nuevamente, las interacciones polimero-polimero
predominan sobre las interacciones polimero-agua.

Por otro lado, en los NGs que contienen ABC como dendrén, no se
observa una tendencia clara al variar el porcentaje de BIS, lo que indicaria
gue existe un compromiso entre la cantidad relativa de dendron y BIS, y
las interacciones puente hidrégeno que predominan ya que, como se
menciond anteriormente es posible formar uniones puente H entre las
moléculas de BIS, entre los grupos acido de ABC o incluso entre el
entrecruzante y el dendron. El tipo y cantidad de interacciones que se
establezcan va a depender de las cantidades relativas de cada uno dentro
de la red, lo cual repercutira finalmente en el valor de Tcp del material.

Con respecto a los valores de Dn medidos, también se observaron dos
tendencias diferentes segun el tipo de dendron. En el caso de los NGs
P(VCL-co-ABC), se observdé la misma tendencia que para los
homopolimeros P(VCL), mostrando tamafios mas grandes a mayor grado
de entrecruzamiento. Por otro lado, para los NGs P(VCL-co-ABA) no se
observaron cambios significativos en el tamafio al variar el grado de
reticulacion. Esto podria atribuirse a la presencia de los grupos ter-butilo
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en la periferia del dendrén, que provocan un aumento de la hidrofobicidad
en la superficie del material, dificultando la entrada de agua en la red. En
consecuencia, no existiria una expansion/hinchamiento de la red
suficiente que genere un cambio apreciable de tamafo de los NGs.

Tabla 2.3. Valores de Tcp y Dh para NGs dendriticos P(VCL-co-ABA!)x y P(VCL-co-

ABCH)x.

P(VCL-co-ABA" )5 0,5 353+0,4 135+5
P(VCL-co-ABA"); 1,0 34,8+0,1 115 + 10
P(VCL-co-ABA"), 2,0 32,4+0,3 139+6
P(VCL-Co-ABA"), 4,0 30,3+0,2 119+ 2
P(VCL-co-ABCY)g5 0,5 36,8+0,5 45+ 3

P(VCL-co-ABCY); 1,0 33,9+0,1 246 + 4
P(VCL-co-ABCY), 2,0 38,5+£0,2 384 +9
P(VCL-co-ABCY), 4,0 36,9+0,6 490 £ 10

* Dh medidos por DLS por debajo de la temperatura de transicién de fase de los NGs.

Estudio de lainfluencia del porcentaje de dendrdn en los NGs

Finalmente, se seleccionaron NGs con mayores valores de Tcp, 0,5y 1%
de entrecruzante para los NGs P(VCL-co-ABA)y 0,5, 2y 4% para los NGs
P(VCL-co-ABC) y se continué el estudio variando el porcentaje de
dendronizacion del material entre 0,5y 3%.

En el caso de los NGs P(VCL-co-ABAY): (Tabla 2.4), los valores de Tcp no
varian significativamente con el aumento en la cantidad de dendréon. Este
resultado indica que quien estaria gobernando el comportamiento del NGs
es el grado de reticulacién, independientemente de la cantidad de dendrén
incorporado. Esto se observa para los sistemas con hasta un 3% de ABA
donde el efecto del dendrén cobra importancia. Para los sistemas con
0,5% de entrecruzamiento (P(VCL-co-ABA3%)os), se observa una
disminucién de la temperatura de transicion de 35 a 31°C, en cambio
cuando el porcentaje de BIS es de 1% (P(VCL-co-ABA3):) se observa una
pérdida total de la termosensibilidad del material.

Por un lado, al comparar ambos comportamientos, se puede concluir que
la rigidez que adquiere el sistema con el entrecruzamiento de lared y la
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presencia de los grupos ter-butilo del dendron, voluminosos e
hidrofébicos, provocan una pérdida de la capacidad de la red para
responder frente a un cambio de la temperatura del medio. Pero, al
disminuir la cantidad de BIS, se pierde parte de la rigidez por el
entrecruzamiento y se recupera la termosensibilidad del material. Estos
resultados demostrarian que la cadena de PVCL debe poseer flexibilidad
suficiente para conservar la termosensibilidad.

En cuanto al sistema P(VCL-co-ABA3), 5 la disminucion de la T puede
ser atribuida a la hidrofobicidad del comondmero dendritico y la cantidad
relativa de dendrén: entrecruzante.

Al igual que, al variar el grado de entrecruzamiento, no se observaron
cambios significativos en el tamafio de los NGs, al variar la cantidad de
dendron y manteniendo constante el grado de entrecruzamiento. Esto
puede deberse a que la presencia de los grupos ter-butilo hidrofébicos del
ABA, dificultan el ingreso de moléculas de agua a la red y por ende el
hinchamiento del NG. Nuevamente, esto se observa para los NGs con
hasta un 3% de ABA. En cuanto a los sistemas P(VCL-co-ABA3®) el
aumento del tamafo es importante, en cambio para los NGs de P(VCL-
co-ABA3)o 5 dicho aumento es mas leve. Este mayor valor de Dn con 3%
de dendron podria deberse a que toma importancia el impedimento
estérico entre los grupos terminales del dendrén que buscan alejarse,
aumentando asi el tamafo del NG. Por otro lado, al comparar estos dos
NGs con iguales cantidades de dendrén, se vuelve a la premisa de que a
mayores cantidades de BIS se observan mayores valores de Dn.

Todos estos resultados estarian indicando que la presencia del dendron,
junto al grado de entrecruzamiento, son los responsables de las
caracteristicas finales del material.
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Tabla 2.4. Valores de Tcp y Dh para NGs P(VCL-co-ABA).

P(VCL-co-ABA%5); 0,5 1,0 36,0+0,4 119 +£3
P(VCL-co-ABAL) 1,0 1,0 34,8+0,1 115 +4
P(VCL-co-ABA2): 2,0 1,0 35,1+0,2 133 +4
P(VCL-co-ABA3) 3,0 1,0 - 339+2
P(VCL-co-ABA%5) 5 0,5 0,5 34,9+0,3 127 + 3
P(VCL-co-ABAo5 1,0 0,5 353+0,4 135+5
P(VCL-co-ABA3)o5 3,0 0,5 31,4+0,3 197 £ 6

*Dh medidos en el estado hinchado del NG por debajo de la temperatura de transicion del material.

Los NGs P(VCL-co-ABC) mostraron un comportamiento atipico para la
variacion de Tcp, teniendo en cuenta que el mondmero dendritico posee
caracteristicas hidrofilicas con grupos acido en la periferia (Tabla 2.5). Al
aumentar la cantidad de ABC se esperaria un aumento en el valor de Tcp,
sin embargo, se observo el efecto opuesto. Mientras el porcentaje de
dendrén aumenta, la Tcp disminuye.

Estos resultados estarian demostrando que el efecto del dendrén sobre
el valor de Tcp de los NGs, se corresponde con el de un comondémero
hidrofébico. La disposicion de los grupos periféricos del dendron facilitan
las interacciones polimero-polimero sobre las polimero-solvente. Estos
resultados evidencian el denominado efecto dendritico, donde la
disposicion de los grupos funcionales de la periferia permite que
interaccionen en forma cooperativa. Este comportamiento ha sido
reportado previamente por Rimondino et.al [22] para NGs de P(NIPAM-
co-ABC).

Sin embargo, por debajo de la Tcp, la estructura expandida de tipo core-
shell de los NGs, evidencia la capacidad de solvatacion de las particulas,
mostrando un aumento en los valores de Dna medida que aumenta la
cantidad de ABC.
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Tabla 2.5. Valores de Tcp y Dh para NGs P(VCL-co-ABC)
~ ABC (%)

Capitulo 2

Bis (%) Tcp (°C)

P(VCL-co-ABC?5), 0,5 2,0 39,5+0,8 129 +3
P(VCL-co-ABCY), 1,0 2,0 38,5+0,2 384 +4
P(VCL-co-ABC?), 2,0 2,0 32,4+0,2 | 478+10
P(VCL-co-ABC3), 3,0 2,0 31,7+0,3 543 +2
P(VCL-co-ABC1)4 1,0 4,0 36,9+0,6 490+ 4
P(VCL-co-ABC3)s 3,0 4,0 27,3+0,2 560 + 2

*Dh medidos en el estado hinchado del NG por debajo de la temperatura de transicion del material.

Estudio de la influencia del porcentaje de BIS en NGs con 0,5% de
ABC

De acuerdo a los resultados obtenidos y discutidos anteriormente, se
llevaron a cabo los Ultimos estudios con NGs P(VCL-co-ABC®®),. Es
importante destacar que, estos NGs a pesar de poseer bajo porcentaje de
mondémero dendritico, el caracter hidrofilico del mismo se ve reflejado en
un valor de Tcp alto (39°C). Considerando que, tanto el porcentaje de
dendrén como de entrecruzante, estarian gobernando las propiedades del
material final, resulto interesante evaluar el comportamiento de NGs (Tcp
y Dh) con solo 0,5% de comondmero dendritico con diferentes grados de
entrecruzamiento (Tabla 2.6).

Table 2.6. Valores medidos de Tcp y Dh para NGs P(VCL-co-ABC?%)y.

Sample Bis (%) | Tcp (°C) | Dh (nm)’
P(VCL-co-ABC%5)g5 0,5 41,8+0,8 62+2
P(VCL-co-ABC?5), 1,0 31,6 +0,2 85+3
P(VCL-C0-ABCO5); 2,0 395+08 | 129+2

“Dh medidos en el estado hinchado del NG por debajo de la temperatura de transicion del material.

Los valores de Dh y Tcp obtenidos para los NGs de ABC con 0,5% de
ABC vy 2 0 0,5 % de BIS resultan interesantes, ya que no superaron los
150 nm y se alcanzan temperaturas de transicion de 41°C. Este valor de
Tcp es relevante sobre todo para el uso de estos NGs como carriers de
farmacos promoviendo la liberacion del mismo por calentamiento con luz
infrarroja.
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De acuerdo a los resultados presentados, para los NGs dendriticos
basados en ABA, el efecto estérico es un factor mas importante que la
contribuciéon no polar. Mientras que, para los NGs a base de ABC el
equilibrio  hidrofilico/hidrofébico  predomina, promoviendo las
interacciones polimero-polimero y dificultando las interacciones red-
disolvente.

Para un estudio mas detallado de los sistemas, se determinaron los
valores de Trde algunos sistemas por DLS y se compararon con los
obtenidos previamente por turbidimetria (Tcp) (Tabla 2.7.).

Tabla 2.7. Valores medidos de Tcp y Tf para NGs P(VCL-co-ABA) y P(VCL-co-ABC).

NG Tcp (°C) Tt (°C)
P(VCL-co-ABAY): 348+0,1 | 34,87 £0,06
P(VCL-co-ABAY): 32,4+0,3 32,0+0,7
P(VCL-co-ABAY)4 30,3+0,2 29,6 £0,3
P(VCL-co-ABAY): 348+0,1 | 34,87 +0,06
P(VCL-co-ABA2); | 351+0,2 | 356+0,3
P(VCL-co-ABA3)1 - -
P(VCL-co-ABC)1 33,9+0,1 34,8 +0,3
P(VCL-co-ABCY)2 38,5+0,2 30,8+x04
P(VCL-co-ABCDs | 36,9+0,6 | 259+04
P(VCL-co-ABCY, | 385+02 | 30,8+0,4
P(VCL-co-ABC?)2 32,4+0,2 31,6 +0,2
P(VCL-co-ABC?3)2 31,7+0,3 31+1

En el caso de los NGs P(VCL-co-ABA) los valores de temperatura de
transicion (Tcp y Tr) obtenidos con cada metodologia fueron comparables.

Por el contrario, para la mayoria de los NGs P(VCL-co-ABC) no se
obtuvieron valores similares de T¢p y Tt. Los valores de Tf resultaron muy
similares a los obtenidos para los NGs P(VCL)xcon iguales porcentaje de
entrecruzante. Ademas, al igual que con los homopolimeros, se observa
una disminucion de la temperatura de transiciéon con el aumento en la
cantidad de BIS, independiente de la cantidad de dendrdon. Este
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comportamiento puede ser explicado teniendo en cuenta el principio fisico
mediante el cual se calcula el tamafio de particula empleando las medidas
de DLS.

En DLS se mide el movimiento browniano y se lo relaciona con el tamafio
de las particulas. EI movimiento browniano es el movimiento aleatorio de
particulas que ocurre entre las moléculas de solvente que estan
alrededor. Mientras mayor sea el tamafio de la particula o molécula, mas
lento sera el movimiento browniano. La velocidad del movimiento
browniano se define por una propiedad conocida como el coeficiente de
difusion traslacional (CDT). De este modo, el didmetro de particula que se
obtiene con esta técnica es el didmetro de una esfera que tiene el mismo
CDT gue la particula. Este coeficiente dependera no solo del tamafio del
“nucleo” de la particula, sino también de cualquier estructura superficial
gue afecte la velocidad de difusion, asi como la concentracion y el tipo de
iones presentes en el medio. Cualquier cambio en la superficie de una
particula que afecte la velocidad de difusiébn cambiara en consecuencia el
tamafio aparente de la particula.[50-52] Es decir, al determinar el
didmetro de particulas con superficies semejantes, se deberian observar
cambios en intervalos similares de temperatura. Como se mencioné
anteriormente, los valores de T¢ para NGs P(VCL-co-ABC) fueron
semejantes a los NGs analogos P(VCL), esto indicaria que la estructura
de ambos tipos de NGs presentan una superficie similar. Para
comprender mejor este comportamiento, se debe tener en cuenta la
estructura propuesta, del tipo core-shell, para los NGs y las interacciones
intramoleculares (enlaces tipo puente H) que se establecen entre el
entrecruzante y el dendrén. En la mencionada estructura del NG, la
cadena de BIS forma lo que se denomina corazon dentro de la estructura
de la nanoparticula, teniendo en cuenta entonces la posibilidad de formar
enlaces puente H entre los grupos funcionales del BIS y del dendrén, es
probable que el dendron se ubique orientado hacia el interior, dejando una
superficie rica en VCL similar a la del homopolimero. De este modo,
cuando se produce un aumento en la temperatura del sistema se afectan
las interacciones polimero-polimero, algunas cadenas de polimeros ricas
en VCL (homopoliméricas probablemente), que se encuentran en la
superficie comienzan a colapsar y dejan al descubierto al dendron. Este
cambio de estructura en la superficie del material es detectado por el
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equipo como un cambio aparente en el tamafo del NG y por ende como
el comienzo de la transicion del estado hinchado al colapsado del NG.

Con el objetivo de buscar evidencia experimental alternativa, que permita
corroborar la disposicion propuesta para el mondmero dendritico, se
propuso demostrar la respuesta de los NGs al pH, teniendo en cuenta la
presencia de los grupos acido presentes en la periferia del dendron. Para
esto, se llevaron a cabo mediciones de potencial zeta ({) en medio acido
y basico a 15 y 45°C, por debajo y por encima de la temperatura de
transicion de fase, (Tabla 2.8.).

Tabla 2.8. Valores de potencial zeta para sistemas P(VCL-co-ABC*)2 y P(VCL)2 en
medio acido y basico a 15y 45°C.

Potencial zeta (mV)

pH 4.0 pH 9.0
NGs 15°C | 45°C | 15°C | 45°C
P(VCL)2 -13,3 -10,8 | -10,6 | -11,5

P(VCL-co-ABCY, | -155 | -20,6 | -11,1 | -21,1
P(VCL-co-ABC%), | -195 | -26,1 | -18,8 | -29,3

El potencial zeta es el potencial eléctrico en el plano de deslizamiento.
Este plano es la interfaz que separa el fluido movil del fluido que
permanece unido a la superficie. Es la diferencia de potencial entre el
medio de dispersiony la capa estacionaria de fluido unida a la particula
dispersa. Este potencial es causado por la carga eléctrica neta
contenida dentro de la regién limitada por el plano de deslizamiento, y
también depende de la ubicacion de ese plano. Por lo tanto, es
frecuentemente empleado para la cuantificacion de la magnitud de la
carga.[50]

Al comparar los valores de ¢ obtenidos para los diferentes NGs, se puede
observar un fuerte aumento en el potencial de los NGs P(VCL-co-ABC) al
aumentar la temperatura, hecho que no se observa en los NGs
homopoliméricos. Esto indicaria que esta ocurriendo un cambio en la
superficie del material al colapsar con el aumento de la temperatura. Al
aumentar la temperatura y producirse el colapso del NG, los grupos acido
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del dendron quedan expuestos en la superficie, mientras que, cuando el
NG esta en estado hinchado (por debajo de la Tcp/Tr), se postula que el
dendron se orienta hacia el interior de la red (hacia el corazén),
interaccionando con las cadenas del BIS.

Por otra parte, al comparar los valores de potencial obtenidos a pH 4,0y
9,0, a 45 °C (NGs colapsados), se observan mayores valores a pH 9,0,
cuando en el NG predominan los grupos carboxilato cargados
negativamente. Este resultado permite corroborar la respuesta de los NGs
al pH del medio, consecuencia de los grupos funcionales ionizables
presentes en la periferia del dendron. Por el contrario, a 15°C los NGs
permanecen en estado hinchado y dificimente los grupos funcionales
gueden expuestos en la superficie de las particulas incluso a pesar de la
repulsién que se puedan producir entres las cargas por la formacion del
carboxilato. Esto ultimo queda evidenciado por la semejanza en los
valores de ¢ a ambos pH (Figura 2.13).

Ademas, para todos los NGs, a los dos valores de pH y de temperatura,
se observa un aumento en el valor del potencial con el aumento en el
porcentaje del dendron, corroborando el aumento de grupos
acido/carboxilato en la red.

VCL
W ABC
® BIS
_ Densidad de
NG cargadoy carga negativa
hinchado colapsado colapsado

Figura 2.13. Representacion esquematica de la conformacion de los NGs durante el colapso y cambio
de pH.

Finalmente, para examinar la distribucion morfologia y distribucion de
tamafio de los NGs, se tomaron imagenes TEM, Figura 2.14.

Las imagenes TEM revelan que un tamafio de alrededor de 50, 70 y 200
nm, para los NGs P(VCL);, P(VCL-co-ABA!), y P(VCL-co-ABC3),
respectivamente. En todos los casos se observo baja polidispersidad y
forma esférica de las particulas.
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Los valores de tamafio determinados por DLS son superiores a los
obtenidos por TEM. Sin embargo, la relacién de tamafio se mantiene,
siendo los sistemas homopolimérico y el NG basado en ABC, el de menor
y mayor volumen, respectivamente.

Las diferencias observadas en la determinacion de los tamafios se
pueden atribuir a la capacidad de hinchamiento de los NG y a las
condiciones experimentales para llevar a cabo cada una de las medidas.
Las mediciones en DLS se realizan en solucién acuosa, por lo que los NG
se hinchan y el tamafio obtenido representa el diametro hidrodindmico.
En cambio, para obtener imdgenes TEM, las muestras deben secarse y
las mediciones deben realizarse al vacio.[17,53-55]
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Figura 2.14. Imagenes TEM y distribucién de tamafio de particula de: a) P(VCL)2, b) P(VCL-co-
ABA).y c) P(VCL-co-ABC?).

Las grandes diferencias de tamafo observadas son un indicador del
grado de hidrofilicidad de los materiales. EI NG con 3% de dendrdn
muestra la mayor diferencia entre los tamafios obtenidos por ambas
metodologias. Este NG contiene la mayor cantidad de grupos acido y es
el mas hidrdéfilo. Como resultado, este NG se hinchard mas en un medio
acuoso, lo que explica las diferencias observadas.

102



Seccion 1l

Se sintetizaron y caracterizaron NGs basados en un monémero sintético
termosensible VCL, estructuras dendriticas derivadas de la Amina de
Behera, ABA y ABC, y un entrecruzante convencional ampliamente
utilizado, BIS.

Estos NGs se prepararon mediante la técnica de polimerizacién por
precipitacion, optimizando inicialmente las diferentes condiciones de
reaccion tales como, el medio, el iniciador y la presencia del catalizador
(TEMED). Se evalu6 ademas, la influencia del grado de entrecruzamiento
y de dendronizacion.

Se obtuvieron NGs con bajo indice de polidispersidad, donde el valor de
Dn fue regulado por el porcentaje de entrecruzante y la cantidad, la
identidad y el caracter hidrofilico/hidrofébico del dendrén.

Para los NGs P(VCL-co-ABA), la hidrofobicidad y el impedimento estérico
del dendron, fueron determinantes, mostrando todos los NGs valores de
Dny Tep/Tesimilares y sin una tendencia clara.

En cambio, para los NGs P(VCL-co-ABC), el diametro hidrodinamico fue
mayor que en los NGs homopoliméricos P(VCL) y, aun mayor al
incrementar el porcentaje de dendron, debido a la periferia hidrofilica del
mismo (grupos acido). Por otra parte, se evidencié el denominado efecto
dendritico, al evaluar la variacion en el valor de la temperatura de
transicion de fase. La presencia del dendron favorecio la formacion de
enlaces del tipo puente hidrégeno intramoleculares, debido a los grupos
acido de ABC, disminuyendo el valor de T¢p al aumentar el porcentaje de
dendronizacion.

Los valores de Tr medidos por DLS mostraron diferencias con los valores
de T¢p obtenidos para los NGs con ABC. Dichos valores fueron similares
a los obtenidos con los NGs homopoliméricos de VCL con iguales
cantidades de BIS. Estos resultados, ademas de los valores de potencial
zata, permitieron demostrar la distribucion espacial de los dendrones en
la estructura de la red, orientados hacia el corazon (interior) y quedando
expuestos a temperaturas por encima de la transicién de fase, cuando las
cadenas de VCL comienzan a colapsar y algunos enlaces puentes H
comienzan a romperse.
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Ademas, los valores de potencial zeta obtenidos resultaron muy
interesantes ya que evidenciaron un cambio estructural de los NGs
P(VCL-co-ABC) al variar el pH, lo cual no es algo muy frecuente de
encontrar en la literatura sobre el tema. Por otro lado, estos resultados
estarian indicando una posible respuesta de los NGs al pH, motivando a
continuar con la investigacion de las propiedades fisico-quimicas de estos
sistemas. Tal como se discutié en la introduccion de este Capitulo, el
desarrollo de nano-biomateriales sensibles, tanto con respuesta a la
temperatura como al pH, resultan de un gran interés para su uso como
agentes de liberacién controlada de farmacos.

De este modo, estos NGs estarian representando una nueva clase de
biomateriales inteligentes, basados en VCL y monomeros dendriticos,
cuyas propiedades estan determinadas por el grado de entrecruzamiento,
el tipo y la cantidad de comonomero dendritico.

Se pueden destacar entre las potenciales aplicaciones, el area de la
nanomedicina, sobre todo, para liberacion controlada de farmacos,
teniendo en cuenta la respuesta a la temperatura que mostraron y que los
valores de las Tf pueden ser cercanas a la temperatura fisiolégica del
cuerpo humano.

El disefo tylor-made de estos NGs puede realizarse teniendo en cuenta
las aplicaciones finales buscadas. Es importante destacar, los valores de
temperatura de transicion de fase alcanzados con algunos de los NGs,
como el P(VCL-co-ABC%®) s y el P(VCL-co-ABC’?®),, donde la
temperatura fue superior pero cercana a la temperatura corporal, y siendo
posible generar un cambio de fase del sistema y, por ende, una liberacion
mas controlada de algun compuesto, por irradiacion con luz infrarrojo
focalizada. Resulta interesante en un futuro continuar con los estudios de
estos NGs tan novedosos para este tipo de aplicacion.
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Capitulo 3

cintesis Y Caracterizacion de nagnhogeles dendronizados g partir de
polimeros de origen hatural

3.1. Introduccion

Entre los biomateriales nanotransportadores, los NGs derivados de
polimeros naturales, especificamente quitosan (Ch) o gelatina (Gel), son
fuentes eficientes, rentables y ecoldgicas.[1-5] Luego un control sobre sus
propiedades, como la arquitectura y la funcionalidad, permitiria determinar
sus potenciales aplicaciones.[6]

La nanoestructuracion de polimeros naturales podria resultar en NGs con
mayor relevancia para la biomedicina.[7—12] El Ch, sus derivados [13,14]
y la Gel, se encuentran entre los biopolimeros mas versatiles y mas
frecuentemente empleados en el desarrollo de biomateriales [15,16].
Estos polimeros se extraen de fuentes naturales, son biocompatibles,
biodegradables y no téxicos.[17,18] ElI Ch es un derivado de la quitina
[19,20], que es el segundo polimero natural mas ampliamente encontrado
en la naturaleza. La fuente mas comun de quitina es el exoesqueleto de
los crustaceos.

La Gel, por otro lado, se obtiene de la desnaturalizacion térmica o la
degradacion fisicoquimica del colageno [21,22]. Es el producto obtenido
de la hidrdlisis parcial del colageno de la piel, tejido conectivo y huesos
de animales. La Gel obtenida a partir de un tejido precursor por
tratamiento acido es conocida como Tipo Ay la obtenida por tratamiento
basico es conocida como Tipo B.[23] Esto conlleva a que cada una (A o
B) tenga composiciones distintas en su estructura primaria, es decir del
tipo de aminoacidos que la conforman.[24]

Cabe sefialar que, numerosos polimeros naturales no son capaces de
formar hidrogeles, y en muchos casos, es necesario realizar
modificaciones quimicas apropiadas, como por ejemplo el
entrecruzamiento del biopolimero para obtener hidrogeles con
rendimientos y propiedades adecuadas.[11,25] En este sentido, el uso de
acido tanico (AT) como agente de reticulacion con Ch [26] y Gel [27],
podria ser una alternativa para lograr polimeros con mejores
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propiedades.[21] Es importante destacar que, el AT es un éster galico de
D-glucosa, una molécula natural conocida por sus propiedades
hemostéticas y antibacterianas, empleadas en el tratamiento de
guemaduras y heridas.[26,28,29] Ademas, el AT es un polifenol con
propiedades antioxidantes.

Por otro lado, la funcionalidad también juega un papel importante en la
propiedad fisicoquimica final de los NGs. La arquitectura ramificada,
multivalente y multifuncional de las estructuras dendriticas [30] se puede
combinar con NGs para mejorar sus aplicaciones.[31-37] El uso del
proceso de dendronizacion para funcionalizar microesferas y peliculas de
Ch y Gel han sido reportados por nuestro grupo de investigacion,
demostrando la capacidad de mejorar y controlar las propiedades
mecanicas Yy fisicoquimicas del material final. El efecto dendritico fue
evidenciado tanto en el comportamiento fisicoquimico, como en la
interaccion con otras moléculas y con iones metalicos.[38—43] La
biocompatibilidad y la no toxicidad, entre otras propiedades, han hecho
gue los dendrones tipo Newkome sean candidatos viables, como agentes
de dendronizacion, para la preparacion de materiales con potencial
biomédico.[44,45]

Teniendo en cuenta la fundamentacion previa, para esta parte del trabajo
se propuso el disefio de NGs nanoestructurados, a partir de la
combinacion de los biopolimeros Gel y Ch con una estructura dendritica.
Los NGs se prepararon entrecruzando las redes con AT, seguido de una
reaccion de dendronizacion con el dendron Weisisocianato (Weis). Los
NGs se prepararon por nanoemulsion inversa [46,47], de acuerdo a la
descripcion que se presenta en la parte experimental de este capitulo.

La estrategia de modificar NGs basados en polimeros naturales utilizando
estructuras dendriticas, es una forma particularmente novedosa e
interesante de sintetizar biomateriales altamente funcionalizados y no
convencionales, de interés potencial para diferentes aplicaciones, por
ejemplo como nanocarriers.
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3.2. Objetivos especificos

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente mencionado, dandole especial
importancia al uso de materiales de origen natural para la obtencion de
biomateriales, se plantearon como objetivos especificos de esta parte:

> Sintetizar y caracterizar nanogeles por nanoemulsion inversa
asistida por ultra sonicacion, a partir de Gel o Ch y acido tanico (AT)
como agente entrecruzante.

» Funcionalizar los nanogeles sintetizados utilizando un dendrén

comercial (Weisisocianato).

» Modificar las caracteristicas hidrofilicas de los nanogeles por
hidrolisis de los grupos ter-butilo terminales de los dendrones.

Y

3. 3. Parte experimental
3. 3. 1. Sintesis de los NGs

En primer lugar, se prepararon soluciones de AT, Chy Gel. Para el agente
entrecruzante se prepararon soluciones de diferente concentraciéon, a
saber 0,3, 0,6 y 0,9% p/p, en buffer carbonato/bicarbonato (Na>COz/
HNaCOs) 1 M de pH 9,0. A cada una de las soluciones se burbuje0
oxigeno durante 1 hora para la oxidacion de los grupos fendlicos.

Por otro lado, se prepararon soluciones al 3% p/p de Gel tipo A, Gel tipo
B y Ch. La solucion de Ch se prepar6é en éacido acético al 10% a
temperatura ambiente y, las de Gel en agua destilada a 60°C para lograr
la disolucion total del polimero.

La sintesis de los NGs se llevo a cabo empleando nanoemulsion inversa,
metodologia ampliamente descripta y estudiada en la literatura [48], la
cual consiste en dos fluidos inmiscibles, uno disperso en el otro, formando
coloides metaestables llamados emulsiones o mini-emulsiones, de
acuerdo con el didmetro coloidal. La diferencia entre los sistemas de
polimerizacién en emulsién inversa (también llamada emulsién de agua
en aceite) respecto a los sistemas en emulsion directa (emulsion de aceite
en agua), es que en el primer caso el monomero se disuelve en la fase
acuosa dispersa. Los tensioactivos se agregan en una emulsion inversa
para proporcionar estabilidad coloidal al sistema.[49]
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Para la obtencion de estos NGs, se ensayaron distintos tipos y cantidades
relativas de surfactantes y se optimizaron los tiempos de sonicado de
cada etapa, hasta lograr efectivamente la formacion de una nanoemulsién
gue demostrara ser estable en el tiempo.

Los surfactantes seleccionados fueron monooleato de
polioxietilensorbitano (Span 80), monolaurato de polioxietilensorbitano
(Tween 20) y dioctil sulfosuccinato de sodio (AOT). Luego de probar los
distintos surfactantes en distintas cantidades se continud trabajando con
AOT.

Una vez optimizadas las variables anteriormente mencionadas, se
procedio a la sintesis de los distintos sistemas basados en Ch y Gel como
se detalla a continuacion, variando el porcentaje de entrecruzante, el tipo
de Gel y la relacion entre las distintas fases en la emulsion.

En primera instancia, la formacion de pre-emulsiones fue necesaria para
cada componente, es decir el biopolimero y el entrecruzante. Para la
formacion de micelas y la estabilizacion de las nanogotas de agua
dispersas en la fase organica (FO), se prepar6 una solucion 0,02 M del
tensioactivo AOT en ciclohexano, solvente que forma la FO en estas
emulsiones.

Iguales cantidades de solucion del surfactante se afiadieron gota a gota a
la solucion de AT (correspondiente al grado de entrecruzamiento
deseado) y a la solucion de biopolimero, con agitacidén vigorosa constante
(mezcla inicial) hasta obtener relaciones de FO:Fase acuosa (FA) 90:10
0 80:20, segun corresponda, como se presenta en la Tabla 3-1. Luego,
cada mezcla inicial se agitd6 mecanicamente durante 1 hora a 1200 rpm
hasta formar una pre-emulsion. En el caso de la Gel (A y B), ambas fases
y la pre-emulsion se mantuvieron a 60°C en todo momento para evitar la
coagulacion del material. Cada pre-emulsion se sonicé 3 veces durante 3
minutos con un ultrasonicador de punta, Omnic Ruptor 4000, al 70% de
la potencia. Luego, ambas emulsiones (biopolimero y AT) se mezclaron'y
sonicaron nuevamente 3 veces durante 3 minutos (nanoemulsion). Una
vez finalizado el tiempo de sonicado, la reaccion de reticulacion tuvo lugar
a 60°C durante 12 h con agitacion constante. En los sistemas de Chy Gel
A con relaciones de fase 90:10, se vari6 el grado de entrecruzamiento (10,
20 y 30% en peso respecto al biopolimero).
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Una vez que se completo la sintesis, los NGs se precipitaron mediante la
adicion de 3,0 mL de acetona, lo que provoco la separacion de ambas
fases y permitiendo asi la extraccion del solvente organico. La FA se
centrifugd a 10000 rpm durante 10 minutos, se extrajo el sobrenadante y
posteriormente, se procedi6 a resuspender el pelet en agua destilada y se
centrifugd nuevamente. Este procedimiento se repiti6 3 veces.
Finalmente, el sedimento se congeld y se liofilizé hasta sequedad. Los
NGs se identificaron de acuerdo con la nomenclatura que se muestra en
la Tabla 3.1.

3. 3. 2. Dendronizacion de los NGs

Una vez que se obtuvieron los NGs de Ch y Gel entrecruzados con AT,
se modificaron con un dendron comercial tipo Newkome el di-t-butil-4- [2-
(t-butoxicarbonil) etil] -4-isocianato-1,7-heptanodicarboxilato) Illamado
Weisisocianato (Weis). Para ello, se sometieron a reflujo 20,0 mg de cada
NG, 26,5 mg de dendron, 8 mL de DMF anhidra 'y 0,1 mL del catalizador
(dilaurato de dibutilestafio) durante 8 h, en un sistema cerrado con una
atmosfera inerte. Finalmente, el solvente se eliminé por evaporacion a
presion reducida a una temperatura de 70°C.

3. 3. 3. Hidrdlisis de grupos ter-butilo

Para hidrolizar los grupos ter-butilo del dendrén a grupos terminales acido,
los NGs dendronizados se redisolvieron en 4,0 mL de &cido férmico y se
llevaron a 60°C con agitacidén constante durante 48 h. El acido se evaporé
a presion reducida y los NGs se volvieron a dispersar en agua destilada y
se dializaron durante 5 dias, renovando el agua cada 24 h y asi eliminar
los restos de dendrdn sin reaccionar y el catalizador. La dialisis se realizo
con una membrana de éster de celulosa con un limite de peso molecular
de 50 kDa frente a agua destilada.

Se realizaron varias repeticiones de cada sistema para confirmar su
reproducibilidad. Los NGs secos, antes y luego de dendronizar e
hidrolizar, se caracterizaron por DLS, TGA y FT-IR, siguiendo los
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procedimientos descriptos anteriormente en la seccion Materiales y
Métodos.

3.4. Resultados y discusidn

Las caracteristicas principales, y también las mas dificiles de lograr, que
requiere un sistema nanoscopico para ser utilizado en nanomedicina,
incluyen buena biocompatibilidad, baja citotoxicidad y O6ptima
biodegradabilidad.[50,51] El uso de polimeros naturales, como Ch y Gel,
puede asegurar esas caracteristicas, por lo tanto, es un desafio
particularmente interesante obtener NGs a partir de los mismos.[51,52]
Como se discutié previamente, para obtener NGs a partir de polimeros
naturales, es necesario el uso de agentes de entrecruzamiento, que
permitan la formacioén de una red tridimensional con propiedades fisico-
guimicas adecuadas. En este trabajo, se seleccion0 como agente de
reticulacion AT, el cual posee propiedades antibacterianas [53,54],
antioxidantes [53,55] mucoadhesivas [56] y antitumorales [57]. De este
modo, los biopolimeros y AT, fueron combinados para la obtencién de
productos con alto valor agregado.

La eficiencia de la técnica de nanoemulsion inversa asistida por
ultrasonido se ha establecido en diferentes estudios.[48,49] Esta
metodologia permite limitar el tamafo de los geles y obtener productos
dentro del rango de tamafio deseado. Dos liquidos inmiscibles
coexistentes componen el sistema, una fase acuosa (FA) y una fase
organica (FO); la presencia de un surfactante es condicion necesaria para
la estabilidad del sistema e incluso, de este agente puede depender la
efectividad de la técnica para obtener un material final con las
caracteristicas deseadas. Inicialmente, fue necesario evaluar el uso de
distintos surfactantes y determinar el mas eficiente para obtener NGs del
tamafo deseado. La Figura 3.1. muestra las diferentes etapas en el
procedimiento de sintesis por nanoemulsion inversa, de acuerdo a lo
detallado en la parte experimental.
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Figura 3.1. Esquema sintético para obtener NGs por nanoemulsion inversa.

Los surfactantes Tween 20, Span 80 y AOT son ampliamente utilizados
para la obtencién de emulsion inversa y por eso, fueron seleccionados
para evaluar su eficiencia para esta sintesis en particular. Para Tween 20
y Span 80, se ensayaron diferentes cantidades, tiempos de sonicado y
relacion FA/FO, pero en todos los casos se obtuvieron geles de tamafo
macroscopico por lo que fueron descartados, y se continué avanzando
con el trabajo utilizando AOT.

De este modo, se prepar6 una serie de NGs a partir de los biopolimeros
(Ch o Gel) y AT como agente de reticulacion, por nanoemulsién inversa y
AOT como agente tensioactivo para controlar el tamafio y la distribucion
de patrticulas, Figura 3.2.

De acuerdo con la bibliografia y, teniendo en cuenta la reactividad de los
grupos alcohol y amino, es posible realizar la reaccién de reticulacion
entre un compuesto polifendlico (AT) y grupos amino de polipéptidos y
polisacaridos, como Gel y Ch, en condiciones oxidativas a través de la
formacion de un intermediario derivado de la o-benzoquinona [27], Figura
3.2.
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Figura 3.2. Reaccion de reticulacion entre AT y polimeros naturales (Gel o Ch).

La formacion de estructuras moleculares rigidas por reacciones de
ortoquinona derivadas de la oxidacion de acidos fendlicos es bien
conocida. Un difenol se oxida facilmente enzimaticamente o por oxigeno
a una ortoquinona. La quinona forma un dimero en una reaccion
secundaria o reacciona con el grupo amino de las cadenas laterales del
polimero (Gel o Ch) para formar enlaces C-N covalentes con el anillo
fendlico, con regeneracion de la hidroquinona. Esta hidroquinona se
puede re-oxidar y unir a un segundo grupo amino, dando como resultado
una reticulacion. Alternativamente, dos quininas podrian dimerizarse
produciendo otro tipo de entrecruzamiento.[58—61]

La reaccion de reticulacion se llevéd a cabo a 60°C con agitacion
constante. Los NGs se sintetizaron variando la cantidad de entrecruzante,
la relacion de FO y FA en la emulsion y el tipo de Gel. Se purificaron
mediante lavado y centrifugacion, obteniendose en todos los casos un
sélido. Para los NGs sintetizados a partir de Ch, el so6lido obtenido fue tipo
ceniza y para los de Gel tenia un aspecto tipo algodén de color
amarronado.

Posteriormente, la combinacién de las redes entrecruzadas con bloques
de construccion dendriticos permitié incorporar multifuncionalidad a los
NGs. Se empled Weis, como agente de dendronizacion, una molécula con
grupos éster ter-butilo en la periferia, susceptibles de ser hidrolizados a
grupos acido. Segun el numero y tipo de grupos funcionales en la periferia
del dendrdn, se puede controlar el balance hidrofilico-hidrofobico de la
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red. El grupo isocianato (punto focal del dendrén) puede reaccionar con
el grupo amino o hidroxilo de la matriz polimérica (Ch o Gel), para formar
un enlace tipo uretano o urea, respectivamente. Para llevar a cabo la
reaccion de dendronizacion, los NGs purificados y secos se
resuspendieron en DMF anhidra en presencia de Weis. Posteriormente,
los grupos éster de la periferia se hidrolizaron a acido carboxilico (Weish),
Figura 3.3. Los productos obtenidos se nombraron segun el biopolimero
(Ch, GelA o GelB), el dendron (Weis o Weish) y el porcentaje de
reticulante (superindice 1, 2, 3): Ch-AT!, Ch-AT?, Ch-AT3 GelB-AT?,
GelA-ATY, GelA-AT?, GelA-AT3, Ch-AT?-Weis, Ch-AT?-Weish, GelA-AT?-
Weis y GelA- AT2-Weish.
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Figura 3.3. Reaccidn dendronizacidn entre Weis y los polimeros naturales (Gel o Ch).

Para confirmar la reaccion de reticulacion y la dendronizacion de los NGs,
se registraron los espectros infrarrojo de los compuestos puros, del
dendron, de los biopolimeros (Ch, Gel) y del agente entrecruzante AT
(Figura 3.4), asi como de los NGs dendronizados y no dendronizados
(Figuras 3.5y 3.6). El perfil de bandas de los espectros de los compuestos
puros fue coincidente con los reportados en la literatura, como se detalla
a continuacion.

117



 seccion il Capitulo 1

Tal como puede verse en la Figura 3.4, el espectro FT-IR del dendron
muestra la banda caracteristica a 2251 cm™ correspondiente al grupo
isocianato (C=N), la banda a 1715 cm™ correspondiente al grupo carbonilo
(C=0) y dos bandas a 850 y 760 cm™ caracteristicas de los grupos ter-
butilo.

El espectro de Ch puro exhibe una amplia banda de absorcion entre 3600-
2500 cm™? correspondiente a la superposiciéon de la vibracion de
estiramiento de las bandas O-H, N-H y alifaticas C-H. También muestra
la banda de amida | a 1633 cm?, la banda de amida Il a 1553 cm?, la
sefial a 1153 cm™ correspondiente la vibracién de estiramiento de los
enlaces C-O-C y las sefiales a 1070 y 1022 cm™ correspondientes a los
estiramientos C-0.[62]

Por su parte, el espectro de AT muestra una banda ancha entre 3600 y

3000 cm™ ! correspondiente al estiramiento del enlace O-H presente en los
polifenoles. La banda a 1710 cm™ se asigné a la vibracién de estiramiento
de los grupos C=0. Las otras bandas caracteristicas a 1615, 1535y 1448
cm™ se atribuyeron al estiramiento de los enlaces del resto aroméatico y la
absorcion a 1183, 1088 y 1030 cm™ correspondiente a la vibracién de los
anillos de benceno sustituido.[53]

Por otro lado, el espectro FT-IR de la Gel muestra las bandas
caracteristicas de la amida | a 1668 cm™ debido al estiramiento del grupo
C=0, junto con una contribucién a la deformacion de C-N y N-H. La banda
de la amida Il a 1555 cm correspondiente al estiramiento de C-N y la
deformacion de N-H; la banda de la amida Ill a 1241 cm™y una banda
ancha entre 3300-3400 cm?, correspondiente a la vibracion del N-H de
los grupos amino, superpuestos con la vibracion del enlace O-H de los
grupos hidroxilo.[63]
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Figura 3.4. Espectro FT-IR de Weis, Gel, AT y Ch.

En el perfil de bandas de los NGs de Gel entrecruzados (Figura 3.5),
ademas de las bandas caracteristicas del biopolimero, se observan las
dos bandas alrededor de 1038 y 1080 cm™ correspondientes al
estiramiento de C-O, evidenciando la presencia de AT. La intensidad
relativa de la banda de amida Il disminuye con la cantidad de reticulante,
lo que indicaria que los grupos amino de la Gel participan en la reaccion
de entrecruzamiento.

En cuanto al espectro de los NGs de Ch entrecruzados con AT (Figura
3.6), el mismo muestra las bandas caracteristicas correspondientes al
biopolimero y al entrecruzante. Sin embargo, se pueden observar algunos
cambios en la frecuencia y en la intensidad relativa de ciertas bandas. Es
importante destacar la vibracion de estiramiento correspondiente a los
grupos C=0 del AT a 1727 cm?, el cual se desplaza con respecto a la
banda de AT sin reaccionar (1710 cm™). Ademas, la vibracion de
estiramiento a 1042 cm™ correspondiente al enlace C-O muestra una
mayor intensidad relativa. Los corrimientos en la frecuencia y las
variaciones en la intensidad relativa de algunas sefales particulares,
evidenciarian la reaccion de entrecruzamiento entre el AT y el Chy la
formacion de un nuevo grupo éster.[53]
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Posteriormente, para las reacciones de dendronizacion, se seleccionaron
los NGs con un porcentaje de reticulaciéon medio, es decir, GelA-AT? y Ch-
AT?, debido al compromiso entre la solubilidad de los NGs y su tamafio
(como se discute mas adelante). Al aumentar la cantidad de agente
reticulante, aumenta la densidad de los grupos hidrofilicos y, en
consecuencia, la hidrofilicidad del material también aumenta, generando
un incremento en la solubilidad. Después de la dendronizacién, los
espectros FT-IR de los NGs mostraron cambios significativos en las
intensidades relativas de bandas especificas. Las Figuras 3.5. y 3.6.
muestra los espectros correspondientes a los NGs Ch-AT2-Weis y GelA-
AT2-Weis. Lo primero que se observa es una banda que corresponde a la
superposicion de la vibracion del grupo carbonilo del éster o del enlace
urea formado. Particularmente, para GelA-AT? y GelA-AT2-Weis, las
bandas correspondientes a los grupos C=0 del AT y del dendron se
solapan y este ultimo se observa como un hombro. Finalmente, se
observaron dos bandas a 850 y 760 cm™ correspondientes a los grupos
ter-butilo del Weis. En el espectro de CH-AT?-Weis la sefial a 760 cm™ se
superpone con otras bandas, por lo que no puede ser claramente
distinguida. Las bandas asignadas a los grupos ter-butilo desaparecen
después de la hidrdlisis de los grupos éster, sin embargo, el resto del perfil
espectral permanece sin cambios (Figura 3.5y 3.6).

Gel-AT?

V|

Gel-AT2-Weis

%T

Gel-AT2-Weish

Ndmero de onda (cmt)

Figura 3.5. Espectro FT-IR de Gel-TA?, Gel-TA%-Weis y Gel-TA-Weish
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Figura 3.6. Espectro FT-IR de Ch-AT?, Ch-AT2-Weis y Ch-AT2-Weish.

Para todos los NGs preparados se determind el valor de diametro
hidrodindmico (Dh) y polidispersidad PDI por DLS y los resultados se
muestran en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Dn y PDI para cada NG sintetizado

ChAT 80:20 565 + 9 0,63
10 90:10 349 + 11 0,25

Ch-AT2 20 90:10 573 + 13 0,51
Ch-AT3 30 90:10 615 + 9 0,40
Ch-AT2-Weis 20 90:10 493 +9 0,42
Ch-AT2-Weish 20 90:10 393 + 22 0,34
GelB-AT? 90:10 206 + 19 0,62
GelAAT! 0 80:20 303 + 22 0,46
90:10 180 + 18 0,28

GelA-AT? 20 90:10 272 + 4 0,29
GelA-AT3 30 90:10 304 + 19 0,39
GelA-AT2-Weis 20 90:10 253 +5 0,33
GelA-AT2-Weish 20 90:10 120+ 6 0,44
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La mayoria de los sistemas se encuentran dentro de la escala
nanomeétrica con valores de indice de polidispersidad (PDI) entre 0,2 y
0,5.

Para Ch y GelA se ensayaron dos relaciones FO:FA (90:10 y 80:20),
observando menores valores de Dn y PDI cuando se emples una relacion
90:10, seleccionando esta condicion para la preparacion del resto de los
NGs. Ademas, el valor de PDI fue notablemente menor para los NGs
preparados a partir de Gel tipo A, por lo que se seleccion6é GelA-AT para
continuar trabajando.

En todos los casos, se observo un aumento en el valor de Dh de los NGs
con un aumento del grado de entrecruzamiento. Esta relacion entre el
tamafo y el porcentaje de reticulacion se atribuye a la complejidad
estructural, al tamafio y a la gran hidrofilicidad del agente entrecruzante.
La mayor hidrofilicidad de los NGs debido a la presencia de porcentajes
mas elevados de AT, permite la incorporacion de mas agua a la red,
alcanzando un mayor indice de hinchamiento del material, de acuerdo a
resultados que se discuten mas adelante. Por otra parte, se obtuvieron
mayores tamafos para los NGs sintetizados a partir de Ch. La
complejidad estructural y la hidrofilicidad del AT y la capacidad del Ch
para formar una mayor cantidad de entrecruzamiento, podrian explicar el
mayor tamafo de sus NGs. La reaccion de entrecruzamiento del Ch
podria verse favorecida por la mayor cantidad de grupos amino e hidroxilo
disponibles en la cadena en relacion con la Gel.

Después de la dendronizacion, los NGs mostraron una reducciéon en el
tamario, lo que podria atribuirse a la hidrofobicidad de los grupos ter-butilo
de la periferia, dificultando el ingreso de agua a la red. Los valores de Dh
también se determinaron después de la hidrdlisis de los grupos ter-butilo
del dendrén, y se observd nuevamente una disminucion de los mismos.
Este comportamiento podria atribuirse a la formacion de enlaces del tipo
puente hidrégeno intramoleculares. En consecuencia, estos enlaces
puente hidrégeno tienen una contribucion hidrofébica, generando que las
interacciones polimero-polimero prevalezcan sobre las interacciones
polimero-solvente. Este comportamiento ha sido ya reportado por nuestro
grupo de investigacion, cuando se estudio la incorporacion de estructuras
dendriticas en NGs basados en NIPAM, y se observé que los valores de
Dh en solucion acuosa determinados por DLS, disminuyen cuando la
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periferia  del dendréon posee grupos acido protonados. Este
comportamiento fue atribuido a la presencia de enlaces puente hidrogeno
entre las cadenas del polimero, lo que fue corroborado por espectroscopia
RAMAN.[45]

La misma tendencia en los valores de Dh se observo para todos los NGs
dendronizados.

El comportamiento térmico de los reactivos y los NGs secos
(dendronizados y no dendronizados) se investigd cualitativamente
mediante medidas de TGA. El perfil de descomposicion de los
biopolimeros (Ch y GelA) mostré una pérdida de masa a 220 y 250 °C,
respectivamente.[64—66] Por el contrario, el termograma del AT mostro
dos pérdidas de masa entre 210 y 390 °C.[67] Todos los resultados
obtenidos coinciden con los datos reportados en la literatura.

Los termogramas de los NGs mostraron perfiles similares a sus reactivos,
entrecruzante y biopolimero correspondiente, en un rango de
temperaturas entre 220 y 400 °C. Sin embargo, en todos los casos se
observé una nueva pérdida de masa a temperaturas mas bajas y este
valor de temperatura aumenta con el aumento en el porcentaje de AT en
el sistema. Esta dependencia de la temperatura con el porcentaje de
entrecruzamiento podria indicar la incorporacion creciente de AT, siendo
esta diferencia de temperatura mas significativa en los NGs de Gel.

El termograma del dendron Weish muestra dos pérdidas de masa
significativas, a 313 y 368 °C. Los termogramas de los NGs
dendronizados y no dendronizados son considerablemente diferentes. En
ambos casos, Ch-AT?-Weish y GelA-AT?-Weish, se observan dos
pérdidas de masa importantes, a 253 y 380 ° C para el primero y, 253 y
477 °C para el segundo caso. Estas sefales tan diferentes, permitirian
afirmar que todo el dendron que ha reaccionado se encuentra unido a la
cadena polimérica.
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3. 5. Conclusiones parciales

En esta parte del trabajo de Tesis, se sintetizaron y caracterizaron NGs
basados en polimeros naturales dendronizados, para obtener materiales
con un control estructural y funcional que permita manejar sus
propiedades finales. Estos NG se prepararon mediante unidon covalente
entre el dendrén Weisisocianato (dendrén de tipo Newkome) y Ch o Gel
en una red de reticulacién con acido tanico.

Como resultado de esta combinacién, se obtuvieron NGs con baja
polidispersidad, que mostraron un valor de Dn regulado por el porcentaje
de reticulante y el caracter hidrofilico/hidrofébico del dendrén. El diametro
hidrodinamico disminuy0 después de la dendronizacion, evidenciando el
caracter hidrofobico de los dendrones. Para Weis, la hidrofobicidad se
debe a la presencia de los grupos ter-butilo de la periferia mientras que,
para Weish es consecuencia de la formacién de uniones puente
hidrogeno inter e intramoleculares entre los grupos acido que impiden el
ingreso de agua a la red. En ambos casos, el resultado final es la
disminucion del Dh determinado por DLS.

La estrategia de sintesis presentada en este Capitulo parece abrir una
nueva ruta de materiales basados en Ch/Gel con considerable
importancia en muchos campos sobre todo en el area de la biomedicina.
Particularmente resultan sistemas interesantes para liberacion controlada,
debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad, funcionalidad y sobre
todo teniendo en cuenta que podrian ser suministradas por vias en las
cuales se aproveche la capacidad de mucoadhesion caracteristica del
entrecruzante como, por ejemplo, para aplicaciones oculares o para via
nasal e incluso para piel.
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Capitulo %

gintesis Y Caracterizacion de hanhogeles hibridos a partir
materiales de origen natural y sintético

4. 1. Introduccioén

Como se mencion6 en la introduccién de la presente seccion, una de las
multiples formas de clasificar a los NGs es segun el tipo de materiales a
partir de los cuales pueden ser sintetizados, dando lugar a la obtencion
de NGs naturales, sintéticos o0 a una combinacion de ambos,
denominando a estos ultimos “nanogeles hibridos”.

Los bloques de construccion de origen natural, para el disefio de
materiales biomédicos, suelen presentar numerosas ventajas, entre las
gue se pueden mencionar el bajo costo, la alta biocompatibilidad, la
biodegradabilidad y la no toxicidad.[1-5] Cabe sefialar que, numerosos
compuestos de origen natural no son capaces de formar NGs; ademas,
en muchos casos, el rendimiento de los NGs necesita una mejora
significativa y, para ello, es necesario realizar diferentes modificaciones
guimicas, particularmente cuando se buscan materiales con propiedades
especificas, tales como respuesta a estimulos. En algunos casos, debido
a la complejidad estructural de las redes es dificil lograr un adecuado
control sobre el tamafio y polidispersidad de los NGs.[6,7]

Por el contrario, existen numerosos bloques de construccién sintetizados
especificamente para el desarrollo de materiales, empleando diversas
técnicas de polimerizacién o reacciones de entrecruzamiento. Entre ellos
pueden seleccionarse los mas apropiados en busqueda de ciertas
aplicaciones especificas y, en algunos casos, tener un control preciso de
las propiedades, tales como, una eficiente respuesta frente a estimulos
del medio, un tamafio nanométrico y una baja polidispersidad.[8—12] No
obstante, existen algunas desventajas, especialmente cuando se
considera el costo de estos materiales o cuando se evalua la citotoxicidad
y en muchos casos, los resultados demuestran que no son viables para
ser utilizados en el organismo humano.

Otro método de clasificacion de NGs ya mencionado, depende del tipo de
enlaces presentes, pudiendo ser del tipo quimico covalente o fisico. Los
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materiales basados en enlaces no covalentes han atraido una atencién
considerable en diferentes campos, debido a sus caracteristicas
especiales, como son el autocurado, la memoria de forma y las
propiedades de algunos de ellos de responder a ciertos estimulos, entre
otras.[13-17] De hecho, los enlaces del tipo puente hidrégeno son
interacciones no covalentes reversibles ideales para la preparacion de
redes supramoleculares, que combinan alta resistencia y excelente
reversibilidad a través de sus enlaces.[18]

Los compuestos fendlicos (CF) como el acido tanico (AT), el metil galato
(MG), el acido galico (AG) y el acido pirogalico (PG), tienen un gran
potencial como agentes entrecruzantes para el disefio de redes
supramoleculares, debido a su capacidad para formar interacciones
hidréfobas, enlace puente hidrégeno y metal-ligando, Figura 4.1. Ademas,
estos son compuestos de origen natural que ya han demostrado tener
gran capacidad para actuar como agentes antioxidantes, antibacterianos,

Acido Galico (AG) | Acido Piregdlico (Pey]  ANtIMUtagénicos, antitumorales
O __OH entre muchas otras.[19-21]
HOQ\OH Sumado, _ a todas estas

OH caracteristicas, estos

HO OH 7 compuestos son obtenidos de
on KP numerosas fuentes en la
OO ? Y@ naturaleza, a partir de cortezas

y raices de frutos y plantas, y en

o o /(5\ menor medida en algunas
OH ﬁi hojas. Todo esto significa que

Metil Galato (MG) AadoTamco (AT) su obtenciébn no impacta en

forma negativa en el medio
Figura 4.1. Estructura molecular de compuestos ambiente [22_24]
polifendlicos. '

De acuerdo a todo lo expuesto, en este Capitulo se discute la obtencion
de distintos NGs obtenidos por la combinacion de materiales sintéticos y
de origen natural, utilizando en todos los casos CF como agentes de
entrecruzamiento fisico, a través de interacciones puente hidrogeno entre
las cadenas de polimero y el compuesto fendlico.
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4. 2. Objetivos especificos

En busqueda de materiales novedosos, donde se establezca un
sinergismo entre las propiedades aportadas por los diferentes bloques de
construccion, de origen natural y sintético, y se logre un material con
versatilidad en las propiedades fisicoquimicas, se plantearon en esta
parte de este trabajo de Tesis los siguientes objetivos especificos:

> Sintetizar y caracterizar NGs hibridos por nanoemulsion inversa
asistida por ultra sonicacion, a partir de polivinil alcohol (PVA)
utilizando distintos polifenoles como entrecruzantes.

> Sintetizar y caracterizar NGs hibridos, a partir del entrecruzamiento
fisico con AT de polimeros de injerto de gelatina (Gel) y
p(vinilcaprolactama) (VCL).

Parte de los estudios presentados en este capitulo fueron realizados
en colaboracion con el instituto INTEC de la Universidad Nacional
del Litoral provincia de Santa Fe, y particularmente con la Dra.
Ludmila Ronco y el Dr. Matias Picchio.

4. 3. NGs obtenidos a partir de polivinilalcohol y polifenoles

4. 3. 1. Parte experimental

Se llev6 a cabo la sintesis de los NGs utilizando la técnica de
nanoemulsién inversa asistida por un ultrasonicador de punta, la cual ya
fue descripta detalladamente en el Capitulo 3. Nuevamente, se utilizé
ciclohexano como fase organica, agua destilada como fase acuosay AOT
como surfactante.

Se analizaron cuatro variables diferentes, cantidad de surfactante,
relacion de FA:FO, tipo de enfriamiento e identidad del polifenol a utilizar
como agente entrecruzante.

Para comenzar se disolvieron en 1,0 mL de agua destilada (FA) a 90 °C
50 mg de PVA (98%) y 50 % p/p respecto al polimero del entrecruzante
correspondiente. Por otro lado, se realizaron diferentes soluciones de
AOT en 9,0 mL de tolueno (FO) y se calentaron a 90 °C.
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Una vez disuelto completamente el PVA en el agua destilada (1 hora
aproximadamente) ambas fases (FO y FA) se mezclaron y se llevaron a
un sonicador de punta en un bafio a 90 °C, para evitar la precipitacion del
PVA y con agitacion constante. Esta mezcla fue sonicada en tres etapas,
por 3 minutos cada vez. Una vez finalizado el sonicado, se procedio a
dejar enfriar la mezcla, manteniendo agitacion vigorosa constante hasta
llegar a temperatura ambiente, en algunos casos, o con ayuda de un bafio
de hielo en otros (Tabla 4.1.).

Una vez que se completd la sintesis, los NGs se precipitaron por
centrifugado de la emulsién a 10000 rpm durante 10 minutos, luego de lo
cual se extrajo la FO y el sobrenadante acuoso y posteriormente, se
procedié a resuspender el pellet en agua destilada y se centrifugé
nuevamente. Este proceso se repitio 3 veces.

Se realizaron varias repeticiones de cada sistema para confirmar su
reproducibilidad y fueron caracterizados por FT-IR y DLS.

Tabla 4.1. Condiciones experimentales para la sintesis de cada NG.

AOT Emulsién Bafio de
NG Entrecruzante (mg) (FA:FO) il
AG 1 90 20:80 x
AG 2 90 20:80 v
AG 3 L. . 90 10:90 x
AG 4 acido galico 9 10-90 y
AG5 100 10:90 x
AG 6 120 10:90 x
PG 1 acido pirogalico 120 10:90 x
MG 1 metil galato 120 10:90 x

4. 3. 2. Resultados v discusion

Se comenz6 abordando el primer objetivo planteado, la sintesis de NGs a
partir de PVA utilizando distintos polifenoles como entrecruzantes.
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El poli(vinilalcohol) se obtiene por hidrdlisis de
poli (acetato de vinilo), por lo que se pueden

producir diferentes tipos de PVA dependiendo o o .o
del grado de hidrdlisis.[25] Es un polimero no \f
toxico, soluble en agua, que se produce y

emplea ampliamente en la industria para la

tecnologia de biomateriales en las &reas Figura 4.2. Estructura
farmacéutica y biomédica, debido a sus molecular del PVA
excelentes propiedades filmégenicas, emulsionantes y de adhesion
[25,26] y porque a pesar de su caracter sintético, es el Unico polimero
cuya cadena principal esta formada por uniones carbono-carbono, que es
biodegradable tanto en condiciones aerbbicas [27] como anaerdbicas
[28].[29]

De esta manera, la sintesis de materiales de tamafio nanomeétrico a partir
de PVA vy distintos polifenoles resulta interesante para el transporte de
farmacos, proteinas u otros compuestos en el organismo humano,
resultando un material biodegradable, no toxico, de bajo costo y que,
ademas, puede aportar los beneficios antes mencionados por los distintos
agentes entrecruzantes.

Se procedio a determinar el tamafo y polidispersidad de los NGs. Para
esto, se midi6 el diametro hidrodinamico (Dh) y el indice de
polidispersidad (PDI) por DLS. Los valores obtenidos para los diferentes
NGs se detallan a continuacion en la tabla 4.2.

Tabla 4.2. Valores obtenidos de Dh y PDI para cada NG obtenido
sintetizado segun condiciones detalladas en Tabla 4.1.

NG Entrecruzante Dh (nm)* PDI
AG1 236 £ 10 0,75
AG 2 3689 0,61
AG 3 Acido galico 288 + 11 0,50
AG 4 307 £12 0,41
AG5 341 +£19 0,38
AG 6 166 £ 10 0,32
PG1 Acido pirogélico 370+ 6 0,40
MG 1 Metil galato 418 £12 0,49

*Valores de Dh medidos a 25 °C en agua destilada.
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En primera instancia se analizaron los valores de Dh y de PDI medidos
por DLS para los NGs PVA-AG, con el objetivo de evaluar el efecto de las
diferentes variables estudiadas y optimizar las condiciones de reaccion
para los NGs PVA-PG y PVA-MG. Por un lado, si bien la utilizacion de un
bafo de hielo posterior al sonicado (Tabla 4.1), para el enfriamiento de la
miniemulsién inversa, disminuye la polidispersidad, los NGs obtenidos
AG2y AG4 son de mayor tamafio. Por otro lado, la relacién de fases 90:10
da lugar a mejores valores de PDI con respecto a una relacién 80:20, pero
no muestra cambios significativos en los tamafos (Dh). Por otra parte, la
cantidad de surfactante impacto tanto en los valores de Dh como de PDI,
a mayor cantidad de surfactante (Tabla 4.1) se observaron menores
tamafos (Dh) y valores de PDI.

La evaluacion conjunta de todos los resultados obtenidos permitid
determinar que las mejores condiciones para la sintesis de NGs por
miniemulsion, teniendo en cuenta una posible aplicacion biomédica,
fueron las condiciones empleadas en la sintesis de NGs AG 6, sin bafo
de hielo, con 120 mg de surfactante y una relacion de fase acuosa y fase
organica de 10:90, ya que los NGs obtenidos bajo estas condiciones
mostraron lo valores mas bajos de PDI y los menores tamafios.

Luego de haber optimizado las condiciones de sintesis, se procedio a la
preparacion de los NGs con PG y MG como agentes entrecruzantes. Los
NGs obtenidos se caracterizaron por FT-IR obteniéndose los espectros
detallados en las Figuras 4.3. y 4.4.

Para el PVA se realizaron dos espectros, uno con PVA sdlido (Figura 4.3.
a)) y otro con PVA disuelto en una mezcla etanol:agua 50:50 y luego
llevado a sequedad (Figura. 4.3. b)). Las bandas caracteristicas de PVA
que se encuentran en literatura son principalmente la banda entre 3500 y
3300 cm™ correspondiente a vibraciones de estiramiento del grupo
funcional O—H, la banda entre 2900 y 3000 cm™ debido al estiramiento
Csp3-H, una sefial alrededor de los 1100 cm™ correspondiente al
estiramiento C-O, una sefial alrededor de los 1400 cm-! debido a la
deformacién en el plano del enlace O-H y una banda a 1700 cm™
proveniente de los grupos carbonilo de los grupos acetato que quedaron
sin hidrolizar en el polimero. Todas estas sefiales se pueden observar en
ambos espectros, sin embargo, surgen algunas diferencias. Por un lado,
se produce una disminucion significativa del area de la banda
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correspondiente a la vibracion del grupo -OH en el espectro b) respecto a
la misma sefal en el espectro a), para el polimero en estado sélido, la
banda es ancha mientras que, una vez disuelto esta es aguda y con mayor
intensidad relativa. Ademas, la sefal del grupo carbonilo se desplaza de
1706 a 1725 cm™?. Todas las variaciones observadas se deben a
interacciones fisicas intramoleculares del tipo puente hidrogeno.[25]

1706

1095

b ) 1423

%T

1456

vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv

NUmero de onda (cm1)

Figura 4.3. Espectros de FT-IR de A) PVA sdlido y B) PVA disuelto en una mezcla etanol:agua 50:50 y
luego llevado a sequedad.

Por otro lado, los espectros de los polifenoles (Figura 4.4) mostraron una
banda ancha entre 3100 y 3500 cm™ proveniente de los grupos OH y las
bandas entre 1240 y 1617 cm™, que corresponden a vibraciones de
enlaces C-C en el anillo aromatico principalmente. Ademéas, MG mostro
sefales entre 2900 y 3000 cm™ debido a estiramiento Csps-H y una
sefial a 1687 cm™ que se atribuye al grupo C=0 del éster y AG una sefial
a 1707 cm™ correspondiente al grupo carbonilo del acido carboxilico.[30-
32]
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Al analizar los espectros obtenidos de los NGs de PVA entrecruzados con
los polifenoles (Figura 4.4), en todos los casos se observa, por un lado,
una clara disminucion de la intensidad relativa de la banda entre 3500 y
3300 cm de los grupos hidroxilo con respecto a la banda entre 2900 y
3100 cm? proveniente del estiramiento Csps-H, a pesar de que los
polifenoles aportan grupos OH al material. Esto estaria indicando que los
grupos OH estan participando en el entrecruzamiento de la red de los
NGs. Ademas, la sefial proveniente del grupo carbonilo aportada por el
polifenol y/o el PVA, sufre un corrimiento en todos los casos a mayores
nimeros de onda, de 1731, 1730y 1732 cm™ para los NGs de GA, PCy
MG, respectivamente. Esto dltimo, es un comportamiento tipicamente
observado en sistemas donde los grupos carbonilo participan de enlaces
del tipo puente hidrégeno. Todas estas evidencias confirmarian un
entrecruzamiento del tipo fisico a través de enlaces puente hidrégeno, en
los que participan tanto los grupos OH como los grupos C=0 del polimero
y el polifenol correspondiente.[18]

Como puede observarse, los espectros FT-IR permitieron confirmar la
presencia del polifenol como en los materiales actuando como un
entrecruzante por interacciones fisicas. Ademas, los valores de Dh
demuestran que en todos los casos se obtuvieron sistemas dentro de la
escala nanométrica, aunque en algunos casos el indice de polidispersidad
fue algo elevado, principalmente para los sistemas MG 1y PG 1. Si bien
es posible continuar la busqueda de las mejores condiciones para
optimizar los valores de PDI, se observd que luego de liofilizar,
probablemente dada la fuerte interaccion polimero-polimero, los NGs se
aglomeran formando un macrogel no redispersable. Por ello, y a pesar de
todos los esfuerzos realizados, se vio desalentanda la continuidad de
estudios y caracterizacion posteriores para estos NGs.
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Figura 4.4. Espectros de FT-IR de a) AG, b) PVA-GA, c) MG, d) PVA-MG, e) PG y f) PVA-PG.

4. 4. NGs de Gelatina injertados con VCL y entrecruzados con AT

4. 4. 1. Parte experimental

Se prepararon una serie de NGs con distinto grado de entrecruzamiento
a partir de un copolimero de Gelatina injertado con VCL (Gel-PVCL) y AT
como agente entrecruzante. Para esto, en 2,8 mL de agua grado mili-Q
se colocaron 30 mg del copolimero Gel-VCL y 3,0 mg del surfactante
Tween 20y se llevaron a 50 °C, con agitacion mecanica constante durante
5 horas. Luego, se procedi6 a gotear lentamente sobre la mezcla 0,2 mL
de una solucién de AT con una concentracion proporcional al grado de
entrecruzamiento deseado desde 0,025 a 0,15 mg de AT por mg de Gel-
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PVCL (Tabla 4.3.). Esta nueva mezcla permaneci6 a 50°C durante 8 horas
y luego, siempre con agitacion constante, se dejé enfriar hasta llegar a
temperatura ambiente.

Una vez obtenidos los NGs, para eliminar los restos de AT y tensioactivo,
se purificaron por dialisis empleando una membrana con un limite de peso
molecular de 50 kDa, contra agua destilada durante una semana y
renovando periédicamente el medio.

Una vez purificados los NGs, se cuantifico la cantidad de entrecruzante
en los materiales por espectofotometria UV-Visible, previa curva de
calibracion de AT en agua destilada.

Se realizaron varias repeticiones de cada sistema para confirmar su
reproducibilidad y fueron caracterizados por DLS, UV y FT-IR siguiendo
la metodologia descripta anteriormente en la seccion Materiales y
Métodos.

4.4. 2. Resultados v discusion

Gracias al conocimiento adquirido a lo
H3C‘2 ~ =2~ {-T]/ largo de esta Tesis sobre gelatina, VCL

n

N_ O y polifenoles, surge esta colaboracion en

o N ° ,
U la cual se levd a cabo el

entrecruzamiento fisico con AT de un
polimero a base de gelatina injertada

HO

NH
/ =\ ‘
[ _/ \ con cadenas de un polimero
termosensible, P(VCL). Dicho polimero
Figura 4.5. Representacion fue sintetizado en el instituto INTEC en

stica del polimero injertado. o ) _
esquematica det polimero injertado la Universidad Nacional del Litoral en la

ciudad de Santa Fe en una relacion de gelatina y VCL 50:50.[33]

Existen en literatura antecedentes de entrecruzamiento fisico con AT
tanto de gelatina [34,35] como de homopolimeros de P(VCL) [36,37], a
través de enlaces del tipo puente hidrogeno. Por lo tanto, es viable
emplear el polifenol AT para entrecruzar la red de un copolimero
sintetizado a partir de ambos bloques.
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Como se mencion6 anteriormente, el polimero P(VCL) es termosensible,
es decir, responde frente a variaciones de temperatura del medio,
cambiando bruscamente su hinchabilidad en agua. Es decir, el material
posee caracteristicas hidrofébicas al superar la Tr. Por esta razén, el
copolimero injertado Gel-PVCL por debajo del valor de Tf de P(VCL), se
encuentra como una cadena polimérica simple de gelatina con cadenas
pendientes de un homopolimero de VCL. En cambio, a temperaturas
superiores a la Tf, el material adquiere un caracter anfifilico formando una
especie de micela con un corazon rico en cadenas de PVCL hidrofébicas
y una coraza hidrofilica expuesta al medio de cadenas de gelatina (Figura
4.6.). Bajo estas condiciones, la presencia de puntos de entrecruzamiento
permite que, al disminuir la temperatura por debajo de la Tf, la red sea
estable, pudiendo el agua acceder al interior, produciendo un
hinchamiento del material y obteniendo finalmente la estructura tipo NG
deseada.

=~ - Gelatina

@ - PVCL

Figura 4.6. Esquema de reaccidn para la sintesis de NGs de gel-PVCL/AT.
Para confirmar la interaccion fisica, tipo puente hidrogeno entre el
polifenol y el polimero injertado, los NGs fueron caracterizados por FT-IR.

Las Figuras 4.7. y 4.8. muestran los espectros obtenidos a partir de los
reactivos de partida, el polimero injertado sin entrecruzar y entrecruzado
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(Figura 4.7.) y los NGs con distinto grado de entrecruzamiento (Figura
4.8.).

En cuanto a los espectros de los reactantes (Figura 4.7), los mismos ya
fueron discutidos detalladamente en los Capitulos 2 y 3.

En cuanto a los espectros de Gel-PVCL sin y con entrecruzante, se
observa que a medida que aumenta la cantidad de entrecruzante, el perfil
de bandas comprendido entre los 1000 y 1500 cm™ es mas similar al perfil
del espectro del AT puro en el mismo intervalo, el cual ya fue discutido en
el Capitulo 3 de esta Tesis. Esto se debe al aumento en la cantidad de
grupos fendlicos en la estructura polimérica, lo cual concuerda con los
esperado y confirma la incorporacion del polifenol.

Por otro lado, se observa que a medida que aumenta la cantidad de AT
se produce una fuerte disminucion en la intensidad relativa de la banda
ubicada entre 3000-3500 cm™, correspondiente al estiramiento de los
enlaces O-H y N-H, con respecto a la banda de estiramiento C-H sp3
ubicada alrededor de 2900 cm™. El AT aporta grupos hidroxilo, por lo
tanto, al aumentar la cantidad del agente entrecruzante, aumenta la
cantidad de grupos hidroxilo en la red y la posibilidad de formar uniones
puente hidrégeno con los grupos funcionales presentes en el copolimero.
Esto ultimo explica la disminucion en la intensidad relativa de la banda
correspondiente a la vibracién de los enlaces O-H y N-H.

142



Capitulo 4 _
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Figura 4.7. Espectros de FT-IR de los reactivos de partida, el polimero injertado sin entrecruzary
entrecruzado.

Por ultimo, se puede destacar que el espectro del polimero sin entrecruzar
posee una banda ensanchada a 1674 cm™ proveniente del estiramiento
C=0 de los distintos grupos carbonilo, aportados tanto por el polimero
natural como por VCL. Al producirse el entrecruzamiento con AT, se
observa que dicha sefal se desplaza a menores numeros de onda
conforme aumenta el grado de entrecruzamiento, hasta llegar a los 1619
cm? para los NGs con 0,15 mg de AT. Esto es un comportamiento tipico
en las estructuras en las que participan enlaces fisicos, sobre todo cuando
los mismos son del tipo puente hidrogeno.

Estas ultimas dos evidencias confirman la participacion tanto de los
grupos hidroxilo del AT, como de los grupos carbonilo del polimero
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injertado Gel-PVCL en enlaces puente de hidrégeno, lo cual demuestra
gue el entrecruzamiento producido es completamente debido a
interacciones fisicas.

a)

1726 cml «—

%T

1663 cml «—

1674 cml «—

3500 3000 2500 2000 1500
NuUmero de onda (cm-1)

Figura 4.8. Espectros FT-IR obtenidos de a) Gel-PVCL/AT,4, b) Gel-PVCL/AT; c) Gel-PVCL/AT,, d) Gel-
PVCL/AT: y e) Gel-PVCL.

Una vez confirmado el entrecruzamiento del polimero Gel-PVCL con AT,
se llevo a cabo la determinacion de la cantidad de AT que efectivamente
participa en la formacion del NG. Para realizar la cuantificacion de AT se
empled espectrofotometria UV-Vis, determinando el maximo de
absorbancia a 274 nm. Para esto, previamente se realizé una curva de
calibracion con diferentes concentraciones del entrecruzante en un
intervalo de 2 a 14 uM. Luego, se calcul6 el coeficiente de extincion molar
(€) de AT y se realizé la medicion de la absorcion a 274 nm de los NGs
sintetizados, utilizando como blanco una solucién acuosa del polimero
injertado Gel-PVCL. A partir de las absorbancias obtenidas se calculo la
cantidad de AT real por mg de NG, obteniendo los resultados que se
detallan en la Tabla 4.3.
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Absorbancia
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Figura 4.9. Curva de calibracién a 274 nm obtenida para Acido Tdnico. Ecuacidon de la recta
obtenida: y = 0,0620 x + 0,0014 (R? = 0,99567).

Tabla 4.3. Valores de AT calculado por espectrofotometria de UV-visible

para cada material.

: mg de AT.mg?de | mg de AT.mg* de Gel-
MELETEL Gel-PVCL teorico PVCL real
Gel-PVCL/AT, 0,025 (2,75 + 0,9) x102
Gel-PVCL/AT, 0,075 (7,6  0,8) X107
Gel-PVCL/AT3 0,10 (1,03 £ 0,07) x10?
Gel-PVCL/AT 0,15 (1,6 + 0,2) x10°!

La

alta coincidencia entre los valores teodricos y los calculados

experimentalmente, indican que practicamente todo el AT agregado es
incorporado a la red mediante formacién de uniones puente hidrégeno,
siendo un entrecruzamiento altamente eficiente.

Posteriormente, se llevé a cabo la determinacion del Dh y PDI a 20 °C,
por DLS para los diferentes NGs sintetizados y sus respectivas Ty,
obteniéndose los valores detallados en la Tabla 4.4.
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Cabe destacar, que en todos los casos, se observd que luego de
liofilizados los NGs eran re-dispersables, y mantenian tanto, el Dh como
los indices de PDI.

Tabla 4.4. Valores de Dy, de PDI y valores de T para los diferentes NGs.

Gel-PVCL 0 0,44 47 £1 348+0,2
Gel-PVCL/AT: 0,025 0,39 164 + 6 38,5+0,3
Gel-PVCL/AT: 0,075 0,29 153 + 2 39,4+0,3
Gel-PVCL/AT; 0,1 0,19 146 + 2 37,2+0,9
Gel-PVCL/AT, 0,15 0,27 151 +3 -

* Dh medido por debajo de la temperatura de transicién de fase de los NGs

Como se puede observar el entrecruzamiento del polimero injertado lleva
a mayores valores de Dn pero menores valores de PDI, respecto al
nanogel sin entrecruzar (Gel-PVCL). Esto puedo deberse, por un lado, a
un aumento de la hidrofilicidad del material debido al aumento de grupos
OH aportados por el AT. Por otra parte, la complejidad y tamafio de la
molécula del polifenol podria generar una conformacion de la red tal que,
aleja las cadenas entre si provocando un aumento en el tamafio de las
particulas.

Ademas, se puede observar que a medida que aumenta la cantidad de
AT se produce una disminucion del tamafio y polidispersidad del NG. Esto
puede deberse a que una mayor cantidad de AT conlleva a un mayor
grado de entrecruzamiento y por ende, a un movimiento mas impedido de
las cadenas y menor posibilidad de hinchamiento.

Este comportamiento/tendencia se mantiene, hasta llegar a 0,1 mg de
AT.mg-1 de Gel-PVCL (Gel-PVCL/AT3), con mayores agregados de AT,
se observa un aumento del Dh y del PDI. Esto podria indicar que existe
una cantidad maxima de AT que puede actuar como agente entrecruzante
y al superar esta cantidad, las moléculas de polifenol interactian entre si,
convirtitndose en un agente espaciador que separa las cadenas de
polimero entre si, mas que en un entrecruzante. Este hecho podria
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deberse al impedimento estérico generado por el tamafio y la complejidad
de la molécula de AT, causando que los NGs posean mayores tamafios.
Por otro lado, el aumento de la cantidad de entrecruzante sumado al
impedimento estérico mencionado, puede impedir el ingreso de mas
moléculas de polifenol al interior de la red, permaneciendo sobre la
superficie “decorando” el exterior de la nanoparticula y provocando el
aumento del Dh observado (Figura 4.10.).

8 AT

Figura 4.10. Esquema estructural de los NGs de gel-VCL/AT segun la cantidad relativa de AT.

En todos los casos se observa que la respuesta a la temperatura se
mantiene, aun luego del proceso de entrecruzamiento, excepto para los
NGs Gel-PVCL/AT4. En el resto de los sistemas entrecruzados se
observaron valores de T similares y, mayores al NG sin entrecruzar. Todo
lo antes expuesto indica que, el sistema se vuelve mas rigido a mayor
cantidad de puntos de entrecruzamiento, perdiendo movilidad de las
cadenas y dificultando el proceso de hichamiento-colapso, hasta no
observarse efectivamente un colapso del sistema para los NGs con 0,15
mg de AT.
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4. 5. Conclusiones parciales

Se llevé a cabo la sintesis de una serie de NGs supramoleculares
siguiendo diferentes metodologias, a partir de la incorporacién de
materiales de origen natural y sintético, por entrecruzamiento fisico
(interacciones puente hidrogeno) entre las cadenas poliméricas y los
agentes entrecruzantes empleados del tipo polifenol.

En primer lugar, se desarrollaron una serie de materiales de tamafno
nanometrico a partir de un polimero sintético ampliamente producido y
empleado en la industria como es el PVA, a partir de nano emulsion
inversa entrecruzando el mismo con polifenoles, tales como AG, MG y PG
por enlaces del tipo puente hidrogeno.

Se optimizaron las condiciones de reaccion variando relacion de fases,
cantidad de surfactante y modo de enfriamiento de la emulsion inversa.

A pesar de haber obtenido los sistemas deseados en la escala
nanomeétrica, los mismos no fueron redispersables una vez secos, por lo
que los mismos no resultaron atractivos para ser utilizados como
biomaterial en nanomedicina ya que su almacenamiento requeriria de
cuidados mayores.

Por otro lado, se llevé a cabo el entrecruzamiento con distintas cantidades
de AT de gelatina, un compuesto de origen natural, injertado con cadenas
de PVCL, un polimero termosensible obtenido a partir de la polimerizaciéon
de un mondmero de origen sintético.

A partir de la sintesis de estos NGs se obtuvieron valores de Dh y PDI de
entre 146 y 164 nm y 0,19 y 0,39, respectivamente, valores que se
mantuvieron incluso luego de ser liofilizados y redispersados. Estos
valores fueron gobernados principalmente por la cantidad de
entrecruzante adicionado.

Se observo que el aumento de la cantidad de entrecruzante lleva a una
disminucién del tamafio del NG hasta un cierto punto a partir del cual el
tamafno vuelve a aumentar, debido a interacciones entre moléculas de
entrecruzante. Ademas, se observo un aumento en la Tt de los sistemas
luego del entrecruzamiento, independiente de la cantidad de AT
incorporado. No obstante, para el NG con mayor porcentaje de
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entrecruzamiento el sistema se vuelve demasiado rigido dificultando el
colapso del NG y, por ende, una respuesta a la temperatura.

Por otra parte, se determiné la cantidad de AT presente en cada sistema
luego de la purificacidén a través de espectrofotometria de UV-visible y se
concluyd que, todo el polifenol adicionado es incorporado al NG,
evidenciando la fuerte interaccion que existe entre el entrecruzante con la
gelatinay la VCL.

El analisis de los resultados encontrados durante la sintesis y
caracterizacion de los sistemas presentados en este Capitulo, permitio
establecer que las interacciones fisicas generadas por entrecruzantes del
tipo polifenol sobre cadenas poliméricas ricas en grupos hidroxilo y/o
amino, dependen de la capacidad de formacion de enlaces tipo puente
hidrogeno inter (polimero-entrecruzante) e intra moleculares
(entrecruzante-entrecruzante), la concentracion del polifenol y el
impedimento estérico que pueden generar.
Estos factores gobiernan la conformacion final de la red y sus propiedades
fisico-guimicas, limitando o determinando las potenciales aplicaciones del
material final.

Particularmente, los NGs que contienen P(VCL) en su estructura, son un
material inteligente que poseen respuesta a cambios de temperatura del
medio. Esta capacidad puede ser aprovechada en nanotransportadores,
para un mejor control y direccionamiento de la liberacion de la molécula
de interés. Ademas, la incorporacion de la gelatina, ampliamente
estudiada y utilizada como blogue de construccibn en muchos
biomateriales, confiere alta biocompatibilidad y baja toxicidad. Por dltimo,
la presencia del polifenol, con reconocidas propiedades antioxidantes,
resulta muy prometedor, ya que esta propiedad puede ser aprovechada
por el cuerpo humano, cuando tiene lugar la biodegradacion del material,
luego de haber cumplido su funcion como nanotransportador.
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Como se ha mencionado anteriormente hoy en dia los focos de la
investigacion en biomateriales se centran mayormente en la escala
nanomeétrica. Y es desde su aparicion, que los nanomateriales se han
disefiado y sintetizado en busqueda de su utilizacion en muchas y
diversas aplicaciones como la purificacion de agua [1], la creacion de
sensores [2], indumentaria textil [3], packagings alimenticios [4] pero sin
duda, el area mas grande de aplicacion de este tipo de materiales es la
biomedicina [5].

Durante décadas, los biomateriales se han utilizado con éxito en
aplicaciones médicas para mejorar, tanto la calidad como el tiempo de
vida, de los seres humanos. La nanomedicina es una ciencia
interdisciplinaria que incluye diferentes campos de investigacion [6]:

Administracion de farmacos. Los vehiculos de administracion a
nanoescala, pueden mejorar la eficacia terapéutica y minimizar los efectos
adversos asociadas con los medicamentos disponibles, permitir nuevas
clases de terapias y ademas, fomentar la re-investigacion de nuevas
entidades moleculares farmacéuticamente no viables, pero
biolégicamente activas.

Diagndstico in vitro. Los sensores basados en nanotecnologia, pueden
permitir una deteccion rapida y de alto rendimiento de biomarcadores de
enfermedades con mayor sensibilidad y menor consumo de muestras. La
nanotecnologia también ofrece esperanzas para la deteccion temprana
de virus, bacterias y células tumorales circulantes, asi como para el
analisis de células individuales.

Imagenes in vivo. Las nano-sondas de deteccion selectiva, podrian
proporcionar una forma mas rapida, menos invasiva y mas precisa de
diagnosticar enfermedades en sus etapas mas tempranas y monitorear la
progresion de la enfermedad. Algunas otras posibles oportunidades
incluyen, informar sobre la eficacia in vivo de las terapias y rastrear la
biodistribucidon de los nanoportadores en el organismo. Ademas, las nano-
sondas de imagenes, podrian ayudar a los cirujanos a localizar tumores y
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sus margenes, identificar estructuras adyacentes importantes y mapear
los ganglios linfaticos centinela.

Terapia. Ciertos nanomateriales tienen propiedades terapéuticas Unicas
que difieren de los medicamentos convencionales y pueden utilizarse para
tratar enfermedades sin ningun otro tipo de intermediario. Por ejemplo, las
nanoparticulas a base de oOxido de hafnio y oro pueden mejorar
enormemente la terapia de rayos X; la plata nanocristalina se utiliza como
agente antimicrobiano; las nanovarillas de oro, nanotubos de carbono y
nanoparticulas magnéticas, pueden inducir hipotermia para matar células
cancerosas, entre otros.

Implantes. Los nanomateriales biocompatibles que tienen propiedades
mecanicas optimas, se pueden utilizar para implantes médicos, como
restauraciones dentales y sustitutos 6seos. Los hano recubrimientos o las
superficies  nanoestructuradas ademdas, pueden mejorar la
biocompatibilidad y la adhesion de los biomateriales.

Ingenieria de tejidos. La nanotecnologia puede permitir el disefio y la
fabricacion de scaffolds biocompatibles a nanoescala, y controlar la
liberacion espacio-temporal de factores bioldgicos, que se asemejan a la
matriz extracelular nativa, para corregir los comportamientos celulares y
eventualmente conducir a la creacion de tejidos implantables.

Algunas de estas areas de aplicacion estan en proceso de convertirse en
realidad o se estan utilizando actualmente, mientras que, otras resultan
prometedoras en sus primeras fases de desarrollo y se espera que
experimenten un fuerte crecimiento en el futuro cercano. A pesar de esto,
desde el punto de vista del nimero de articulos publicados en revistas
académicas y el numero de patentes en el mundo, hoy en dia, y sobre
todo cuando se habla de nanogeles, se cree gque la administracion de
farmacos, es el area mas importante de la nanomedicina.[7]

Cabe destacar que, en las distintas areas de aplicacion ya mencionadas,
se ha explorado el desarrollo de moléculas dendriticas y se han alcanzado
resultados superiores o incluso no alcanzados por otro tipo de polimeros.
La modificacion de los grupos funcionales, tanto de la periferia como del
corazén o punto focal de los dendrimeros o dendrones, permite una
variedad de efectos en la estructura final del material y en las propiedades
fisicoquimicas, permitiendo una mayor versatilidad en su aplicacion,
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llegando a ser desarrolladas como vacunas prometedoras,
antibacterianos y hasta antivirales funcionando como farmacos por si
solos.[8] Por ejemplo Roy y colaboradores [9] intentaron imitar las
glicoproteinas multivalentes de la superficie celular, utilizando una
molécula dendritica sililada teniendo en cuenta que la infeccién de las
células huésped por los virus de la influenza implica a-sialosidos. El
estudio encontr6 que los a-tiosialésidos dendriticos exhibian una
poderosa inhibicion de la hemaglutinacion de las células. Por otro lado,
Ziem y colaboradores [10] sintetizaron una plataforma de poliglicerol
dendritico (PGd) modificada con grupos SOs2 que mostré una fuerte
inhibicion de particulas de Orthopoxvirus, lo cual fue atribuido al efecto
multivalente (positivo) generado por los grupos sulfato de la estructura;
ademas, el potencial antiviral del nanosistema resultd similar al de la
heparina. En 2012 Chonco y colaboradores [11], investigaron la utilizacion
de un dendrimero de carbosilano anidnico soluble en agua como
microbicida topico vaginal. El estudio se centrd6 en ensayos de
citotoxicidad in vitro e in vivo realizados en tractos genitales de conejas,
simulando un modelo in vitro de epitelio vaginal y simulacion de dinamica
molecular. Los estudios mostraron que la molécula resultoé propicia para
inhibir la infeccion del virus del VIH tipo I.

Todos estos antecedentes, son solo algunos ejemplos del avance que se
ha logrado en el area de la nanomedicina y que evidencian todo lo que
aun queda por explorar y explotar de estos materiales y sus posibles
combinaciones.
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Capitulo 5

Estudio de aplicacion de los NGS orientado a la hanhomediCina

5. 1. Introduccion

El desarrollo de nanocarryers o nanodispositivos para la administracion
de farmacos, surgido como meta para lograr objetivos especificos y superar
ciertos inconvenientes que se encontraban los quimicos, investigadores e
industrias farmacéuticas. Metas e inconvenientes tales como lograr una
liberacion controlada y sostenida en el tiempo [1], baja solubilidad de los
compuestos  activos [2,3], biodisponibilidad mejorada [4,5],
enmascaramiento del sabor ——

[6], superacion de la
resistencia a los farmacos [7],

NPs

direccionamiento pasivo [8— Dendrimeros 17 Twows N RV
10], y la focalizacion activa %;%

[11,12]. Existen diferentes

portadores de farmacos tales Nanovehiculos | |

como, nanogeles y micelas

25

pollmerlcas, dendrimeros e Wt
incluso compuestos < Micelas

. ;. poliméricas
inorganicos como >

nanoparticulas de  silice,
hidréxidos dobles laminares
(LDHs), oxidos de titanio y Figura 5.1. Esquema de nanovehiculos utilizados para
oxidos de hierro (Figura liberacién controlada de farmacos.
5.1).[13-16]

Una pregunta interesante para responder es, ¢por qué los
nanodispositivos resultan tan propicios para su utilizacibn como
transportadores de farmacos?. Para responder a este interrogante, se
debe tener en cuenta que, los materiales en escala nanométrica tienen
varias propiedades que los hace interesantes: (a) poseen una estructura
3D definida con un tamafio nanomeétrico, que permite aprovechar los
mecanismos de internalizacion celular y favorecer la biodistribucion [17];
(b) pueden poseer alta capacidad de carga de diversos compuestos ya
sea farmacos [18,19], ADN [20-22], proteinas [23,24], entre otros,
mediante encapsulacidén o conjugacion; (c) se pueden disefiar de manera
gue posean diferentes propiedades de activacion / desactivacion
conmutables, que pueden activarse mediante sefiales o cambios
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ambientales; (d) permiten realizar un seguimiento en el organismo
mediante técnicas de bioimagen; y (e) se pueden disefiar de manera que
posean un reconocimiento especifico para la entrega selectiva al sitio de
accion.[25,26]

Como sistema de administracion y debido a su gran relacion
area/volumen, los nanogeles pueden incorporar fisicamente de manera
simple o0 por conjugacion quimica, mudltiples combinaciones de
medicamentos para diversos tipos de enfermedades y trastornos inmunes
0 se puede llevar a cabo la modificacion superficial del dispositivo con
distintos grupos targeting u orientadores.[27,28]

Una de las enfermedades que mas interés ha despertado para el
desarrollo de este tipo de sistemas es, sin dudas, el cancer. El término
cancer es utilizado para denominar un grupo heterogéneo de
enfermedades malignas, en las que las células anormales se dividen sin
control y son capaces de invadir otros tejidos. Una masa de células
cancerosas se llama tumor y un crecimiento incontrolado del mismo,
resulta en la destruccion de los tejidos sanos adyacentes o periféricos. La
diseminacion de células tumorales a través de la sangre o el flujo linfatico,
conduce a la formacion de tumores secundarios 0 metastasis en otros
organos o tejidos.[29,30] La mayoria de los agentes anticancerigenos que
se utilizan hoy en dia, no pueden diferenciar entre las células cancerosas
y las normales, ocasionando toxicidad sistémica y efectos adversos,
limitando asi la dosis maxima de farmaco. Ademas, la eliminacion rapida
y la distribucion generalizada en 6rganos y tejidos especificos requieren
de la administracion de un farmaco en grandes cantidades, lo que
incrementa el costo del tratamiento y produce una toxicidad
indeseable.[29] Los nanomateriales infundidos en el torrente sanguineo
pueden acumularse en los tumores, debido al efecto mejorado de
permeacion y retencion (EPR por sus siglas en inglés), lo que permite la
extravasacion de nanoparticulas de la sangre al tejido tumoral y pueden
internalizarse de manera eficiente por endocitosis.[31] El fenomeno EPR
fue descubierto por Matsumura y colaboradores en la década de los
‘80.[32] Estos investigadores demostraron que las nanoparticulas se
acumulan selectivamente en los tejidos tumorales, resultando asi en un
targeting o direccionamiento pasivo. Cuando las células tumorales
alcanzan el tamafio de 150-200 um, comienzan a desarrollar su propio
suministro de sangre y se vuelven dependientes de la neovasculatura, por
su aporte nutricional y de oxigeno. Asi, los vasos tumorales recién
formados son generalmente de forma y arquitectura anormales. Las
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células endoteliales defectuosas estan mal alineadas, con amplia
fenestracion, con espacios entre 100 y 780 nm de tamafio o carentes de
la capa de musculo liso y deterioran los receptores funcionales de la
angiotensina | y, por lo tanto, los nanodispositivos pueden acumularse
selectivamente. Ademas, los tejidos tumorales por lo general carecen de
drenaje linfatico eficaz. Todos estos factores dan lugar a la dinamica
molecular y de transporte de fluidos anormales (Figura 5.2).[32—-34]
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Figura 5.2. Representacion esquematica de las caracteristicas anatdmicas y fisioldgicas del tejido
normal y tumoral con respecto a la permeabilidad vascular y retencidon de moléculas pequeias
(molécula de farmaco) y grandes (efecto EPR).

Se han realizado estudios en modelos animales y pacientes humanos,
gue han demostrado que el microambiente de los tumores es ligeramente
mas acido, de hecho el valor del pH en el tejido tumoral es a menudo 0,5-
1,0 unidades mas bajo que en el tejido normal.[35] Esta diferencia podria
contribuir a la liberacion extracelular de farmacos unidos a polimeros de
acoplamiento a través de uniones sensibles a valores de pH acido,
especialmente si el farmaco queda atrapado por el tumor durante
periodos de tiempo mas prolongados.
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Por otro lado, las macromoléculas pueden ser captadas por la célula a
través de endocitosis (Figura 5.3.). Durante este proceso, se produce una
caida significativa del valor del pH desde el valor fisiolégico (7,2 a 7,4) en
el espacio extracelular, hasta un pH de 6,5 a 5,0 en los endosomas y
hasta aproximadamente un pH de 4,0 en los lisosomas primarios Yy
secundarios.[36] Un gran numero de enzimas lisosomales se activan en
el entorno acido de estas vesiculas, por ejemplo, fosfatasas, nucleasas,
proteasas, esterasas Y lipasas. Los conjugados o complejos de farmaco-
polimero deben ser suficientemente estables en el torrente sanguineo
antes de que el farmaco se libere en el sitio de accion. Existen diversas
formas por la cual el farmaco unido al polimero puede liberarse una vez
en la célula, como por ejemplo por hidrolisis por enzimas, por reducciéon o
como respuesta al cambio de pH. En un caso ideal, la escision del
conjugado farmaco-polimero en el sitio del tumor se desencadena por una

propiedad bioquimica 0
fisiologica Unica para el tumor
individual. Aungue estas

caracteristicas verdaderamente
especificas del tumor rara vez se
encuentran, ya que las

condiciones dependen mucho

K Difusion del . . .,
farmaco en el del tipo y la localizacion del

Endosoma . .,
temprano citoplasma tL_Jmor, la _sobreexpresmn_ de
B - ciertas enzimas, un ambiente
pH 6,5 -5 4 acido e hipoxico en los tumores
R sOlidos, asi como la \via
Lisosoma endocitotica de las
pH 4 macromoléculas ofrecen varias
opciones para diseinar

conjugados  farmaco-polimero
Figura 5.3. Esquema del proceso de endocitosis de ~ qU€ son preferencialmente
una macromolécula en una célula escindidos dentro de la mayoria

de los tumores.

La infusibn de farmacos antineoplasicos con nanomateriales como
portadores, da como resultado una mayor carga util de farmacos para el
tumor, en comparacion con la infusibn convencional. Estos
nanomateriales también pueden ser disefiados para aumentar su vida
media en la circulacidon sanguinea, evitar que las proteinas opsonizantes
se adhieran a la superficie del nanomaterial y reducir el metabolismo y la
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depuracion rapida. Ademas, el uso de nanomateriales para la
administracion de farmacos puede minimizar los efectos adversos al
prevenir la absorcion inespecifica de agentes terapéuticos en los tejidos
sanos.[37,38] De hecho, cambiar la farmacocinética y la biodistribucion
de un ingrediente farmacéutico activo (IFA o farmaco) a través de su
incorporacion a un nanoportador, para evitar efectos secundarios graves
e incluso aumentar la eficacia del IFA original, ha sido uno de los mas
grandes avances.[39-41] Ademas, el empleo de nanodispositivos
mejoran la solubilidad y biodisponibilidad del farmaco, prolongan el tiempo
de circulacion en el torrente sanguineo, evitando la eliminacion anticipada
por los macrofagos antes de alcanzar a las células tumorales, evadiendo
asi al sistema reticulo endotelial, que es el responsable de detectar y
remover las particulas extrafas del cuerpo. [42—44]

Con respecto al fendbmeno de EPR, mencionado anteriormente, este
efecto hoy en dia es un tanto controvertido, porque no todos los tumores
exhiben porosidad de las células endoteliales circundantes, que es uno
de los factores que dan lugar a este fenOmeno, ya que existe una
variabilidad significativa entre distintos tumores y de un paciente a
otro.[45,46] Aunque el targeting pasivo por EPR presenta una mejora en
el transporte y liberacion de farmacos al paciente y, en consecuencia, la
toxicidad sistémica del farmaco en si se reduce, también produce algunos
inconvenientes. Una de las principales falencias es que, al ser un proceso
poco controlado, los farmacos pueden no ser eficientemente conducidos
hasta el tumor o, como se mencion6 anteriormente, puede que el efecto
EPR no suceda.[47,48] Otra forma de direccionar el nanotransportador a
un tejido especifico, es utilizar sistemas a nanoescala sensibles a un
estimulo y aplicar el estimulo en el area y tiempo deseados. Entre los
diferentes estimulos, la temperatura es quizas, el mas popular. Los tejidos
pueden soportar una hipertermia moderada de hasta 43°C durante un
periodo prolongado de tiempo, sin consecuencias irreversibles.[49] Esta
leve hipertermia puede producirse por un estado febril del paciente o
puede generarse de manera controlada utilizando microondas [50],
ultrasonido [51], radiofrecuencia [52], iluminacion infrarroja [53] o
hipertermia de fluido magnético [54]. Estos métodos no requieren cirugia
invasiva y, por lo tanto, son faciles de implementar para el profesional
médico. Se han investigado muchos nanoportadores termorresistentes
durante los dltimos 20 afios, pero solo uno de ellos se encuentra
actualmente en fase Il de ensayo clinico: ThermoDox® [55].
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A la hora de disefiar un nanodispositivo, se deben tener en cuenta algunas
consideraciones dentro de las cuales se pueden nombrar: a) proteger el
farmaco de la degradacion prematura, b) evitar que los farmacos
interactien tempranamente con el entorno bioldgico, ¢) mejorar su
absorcion en un tejido seleccionado, d) controlar el perfil farmacocinético
y de distribucion en los tejidos, €) mejorar la internalizacion intracelular, f)
estar constituido de un material que sea biocompatible, g) ser facilmente
funcionalizable, h) exhibir una alta eficacia de absorcion diferencial en las
células a ser tratadas sobre las células normales (o tejido), i) ser soluble
o dispersable en condiciones acuosas para aumentar la efectividad, j)
tener una circulacion prolongada, una baja tasa de agregacion y una
extensa vida util, k) ser capaz de administrar multiples tipos de agentes
terapéuticos con  propiedades  fisicoquimicas  potencialmente
diferentes.[29,43,56-59]

Como se menciond anteriormente, las moléculas dendriticas, como los
dendrimeros y dendrones, se han utilizado en diversos campos de
aplicacion. Al poseer cavidades internas, también pueden albergar
moléculas de solvente, modificar la solubilidad de un material, o
encapsular una sustancia de interés.[60]

Se han logrado avances recientes en la aplicacion de dendrimeros
biocompatibles al tratamiento del cancer, incluido su uso como sistemas
de administracion de farmacos anticancerosos potentes como cisplatino
y doxorrubicina, [61-63] asi como agentes para la terapia de captura de
neutrones de boro y la terapia fotodinamica.[64,65] Una comparacion de
las caracteristicas de los dendrimeros con las de los polimeros lineales,
muestra que la arquitectura dendritica puede proporcionar diferentes
ventajas para las aplicaciones en administracion de farmacos. Por
ejemplo, la multivalencia controlada de los dendrimeros, se puede
aprovechar para unir varias moléculas de farmaco, grupos diana y grupos
solubilizantes a la periferia de los dendrimeros de una manera bien
definida. Ademas, la baja polidispersion de los dendrimeros
proporcionaria un comportamiento farmacocinético reproducible, en
contraste con el de algunos polimeros lineales que contienen fracciones
con pesos moleculares muy diferentes dentro de una misma muestra.[66]

Los estudios iniciales de dendrimeros, como posibles sistemas de
administracion, se encontraron con una alta dificultad para controlar la
liberacion de moléculas albergadas en el ndcleo del dendrimero. En
algunos casos, se requieren condiciones severas para que esta liberacion
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ocurra [67], mientras que en otros, el farmaco encapsulado no se retiene
lo suficiente y las moléculas se liberan con relativa rapidez.[61,68] Un
enfoque alternativo para el desarrollo de dendrimeros como portadores
de farmacos contra el cancer, es aprovechar su multivalencia bien
definida para la union covalente de moléculas de farmacos a la periferia
del dendrimero. La carga de farmaco se puede ajustar variando el nimero
de generacion del dendrimero, y la liberacion del farmaco se puede
controlar incorporando enlaces degradables entre el farmaco y el
dendrimero.[62,63] En un estudio realizado por Padilla de Jesus et al.[69]
se disefiaron dendrimeros de poliéster alifaticos basados en acido 2,2-
bis(hidroximetil)propiénico para el desarrollo de conjugados de farmacos
contra el cancer. Los estudios de biodistribucion en ratones, mostraron
gue el dendrimero de cuarta generacion con un peso molecular de 3800
tenia una vida media en circulacion de menos de 10 minutos y se
excretaban rapidamente en la orina. Aunque la falta de acumulacion
observada del dendrimero en drganos vitales, es una caracteristica
deseable para muchas aplicaciones biologicas, se requiere una vida
media mas larga para obtener un direccionamiento pasivo al tumor a
través del efecto EPR. Debido a que la tasa de filtracion renal se basa en
el volumen hidrodinamico, es decir las moléculas mas grandes se
eliminan mas lentamente [70], un enfoque para aumentar la vida media
es hacer que el dendrimero sea mas grande. Sin embargo, la preparacion
sintética de dendrimeros de alta generacion bien definidos requiere
mucho tiempo y, como resultado de las arquitecturas globulares de los
dendrimeros, el aumento del volumen hidrodinamico es modesto.[66]

Los portadores mas ramificados se excretan a un ritmo mas lento en la
orina por filtracion glomerular, probablemente como consecuencia de su
menor flexibilidad y capacidad para reptar (difundir axialmente) a través
de los poros en relacion con los polimeros lineales. Como resultado de
las interacciones estéricas, se considera que los polimeros
dendronizados logran conformaciones extendidas y rigidizadas. En
estudios recientes de biodistribucion, estas moléculas han mostrado un
comportamiento farmacocinético interesante, diferente al que presentan
los polimeros lineales con peso molecular y volumen hidrodindmico
equivalentes.[71] Ademas, como resultado de sus vidas medias de
circulaciéon prolongadas y numerosos grupos periféricos o poros para la
interaccion con farmacos, restos diana y grupos solubilizantes, estos
polimeros muestran ser prometedores para aplicaciones de
administracion de farmacos.
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Otra de las aplicaciones altamente prometedoras que han llevado a los
dendrimeros a ser ampliamente consideradas en el area de la
biomedicina, es la posibilidad de ser utilizados como inhibidores del virus
de la inmuno deficiencia humana (VIH). Muchos compuestos con
actividad anti-VIH-1 han sido probados como microbicidas tépicos, como
los polisacéaridos sulfatados (carragenano y dextrano sulfatado) [72,73],
medicamentos como tenofovir [74—76] o dapivirina [77] y nanoestructuras
como los dendrimeros [78,79].

Particularmente Sepulveda-Crespo et al. [80] han desarrollado un
dendrimero carbosilano polianionico de segunda generacion,
denominado g2-s16, con el cual han podido demostrar mediante estudios
gue la administracion vaginal topica de este dendrimero previene la
transmision del VIH-1 en ratones humanizados en un 84% sin presencia
de ARN del VIH-1y lesiones vaginales. Mediante diferentes ensayos, han
comprobado que dicho dendrimero ejerce actividad anti-VIH-1 en una
etapa temprana de la replicacion viral y que ademas tiene la capacidad
para inhibir la transmision del VIH-1 de célula a célula, lo que confirma su
capacidad multifactorial y no especifica. Se cree que la capacidad de
inhibicion de estas moléculas se debe principalmente a su naturaleza
polianidnica, pero hasta el momento no se han reportado ensayos con
polimeros polianidénicos que demuestren tener el mismo efecto inhibitorio.

5. 2. Objetivos especificos

En basqueda de comprobar la eficiencia de los NGs sintetizados a lo largo
de esta Tesis, para las potenciales aplicaciones mencionadas
anteriormente, se plantearon como objetivos especificos de este capitulo:

> Realizar ensayos de eficiencia de encapsulacién y liberacion de una
molécula modelo (verde de malaquita).

> Realizar estudios de efectividad de los NGs dendonizados como
potenciales inhibidores de la infeccion contra el virus de VIH-tipo 1.

Parte de los estudios presentados en este capitulo fueron realizados en
el marco de un proyecto CyTED, en el que participé nuestro grupo de
investigacion (Dra. Miriam Strumia, responsable) y el Hospital General
Universitario Gregorio Marafion de la Comunidad de Madrid (Dra. Maria
Angeles Muiioz-Fernandez, responsable) y gracias a la colaboracion de
la Dra. Micaela Macchione, investigadora de nuestro grupo.
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5. 3. Parte experimental

5.3. 1. Estudio de la eficiencia de los NGs para la encapsulacion y la
liberacion de verde de malaquita

Se estudié la capacidad de carga de los NGs utilizando un colorante
modelo. Se selecciond el verde de malaquita para tal fin por su naturaleza
iGnica.

Para esto, se prepararon 5 dispersiones, de cada NG a evaluar, con 2 mg
de NGs en 1,0 mL de agua destilada cada una y se llevaron a 50 °C por
1 hora, para asegurar el colapso total de los NGs. Luego, a cada
dispersion se adicion6é 1,0, 2,0, 3,0, 40 y 6,0 mg de colorante,
respectivamente y se dejo enfriar hasta temperatura ambiente de manera
gue los NGs se hinchen nuevamente en la solucion de colorante. Los NGs
hinchados permanecieron con agitaciéon constante por otras 48 horas.
Luego, para separar el analito libre, las suspensiones se refrigeraron por
media hora y se centrifugaron 2 veces cada una a 9000 rpm por 15
minutos, volviendo a refrigerarlas entre cada centrifugacion, evitando asi
gue eleven su temperatura y vuelvan a colapsar. Una vez centrifugadas
se separo el sobrenadante y el pelet se liofilizo.

Se determind la concentracion de colorante en cada sobrenadante por
espectrofotometria UV-VIS, luego de realizada la curva de calibraciéon
correspondiente y por balance de masa, se calculé la cantidad de analito
encapsulado en los NGs. La capacidad de carga (LC por sus siglas en
inglés) y la eficiencia de encapsulamiento (EE) se calcularon de la
siguiente manera [81]:

masa de analito cargada
LC = _ _ —x100 %
masa del sistema polimerico

masa de analito cargada
EE = - — x100 %
masa de analito adicionada

Una vez realizados los estudios de capacidad de encapsulamiento, se
llevaron a cabo los ensayos de liberacion a dos temperaturas,15y 37 °C,
y a dos valores de pH diferentes, 4,0y 7,4. Para esto, 15,0 mg de NG
cargado se colocaron en un equipo de liberacibn con membrana de
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didlisis (Figura 5.4) y se disolvieron en 1,0 mL de buffer. Posteriormente,
los ensayos de liberacidn se realizaron en 4,0 mL de buffer. A intervalos
de tiempo regulares se extrajeron muestras del medio de liberacién y se
renovo con medio fresco. En el caso de las liberaciones a pH 7,4, a las
extracciones se les adicioné HCI concentrado hasta llevarlos a un pH de
alrededor de 4. La concentracion de colorante en el medio de liberacion
extraido se determind por espectrofotometria de UV-vis.

NGs

cargados | Zona de

liberaciéon

Mem.l:’)r.ar.\a —t =
de dialisis

Agitador
magnético

Figura 5.4. Esquema del sistema empleado para la
liberacion controlada de colorante a partir de los NGs.

5. 3. 2. Andlisis de citotixicidad de los NGs en células vaginales

Se llevaron a cabo los analisis de citotoxicidad de los NGs P(VCL)s,
P(VCL-co-ABCY). y P(VCL-co-ABC3),, mediante ensayo de MTT con
células TZM.bl modificadas genéticamente para producir luciferasa al ser
infectadas por el virus del VIH-1. Se vario la concentracion de los NGs
desde 0,1 hasta 100 pg.mL*. DMSO (10%) y medio de cultivo se utilizaron
como controles positivos y negativos de muerte celular, respectivamente.
Cada experimento se realiz6 por triplicado.

5. 3. 3. Estudio de la capacidad de los NGs para la inhibicion de
infeccion del virus de VIH

Luego de determinadas las concentraciones maximas admisibles de NGs,
a traves del ensayo de citotoxicidad, se realizaron ensayos de inhibicion
de la replicacion de HIV-1 a los NGs, mediante luminiscencia con células
TZM.bl modificadas genéticamente, utilizando g2-s16 como control
negativo y medio de cultivo como control positivo. El g2-s16 se trata de
un dendrimero sintetizado por el grupo de la Dra. Maria Angeles Muiioz-
Fernandez que ha demostrado elevadas tasas de inhibicion del virus. Se
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utilizé luciferina para realizar el andlisis cuantitativo por fluorescencia
mediante la formacion del complejo luciferina-luciferasa.

5. 4. Resultados y discusion

5.4.1. Estudio de la eficiencia de los NGs para la encapsulacion vy la
liberacion de verde de malaquita

Una vez caracterizados los distintos sistemas sintetizados, en una
segunda etapa se continud6 con los estudios preliminares de
encapsulacion y liberacion de un colorante modelo, a fin de continuar con
el andlisis de la relacion estructura/propiedad de los distintos NGs v,
avanzar con las posibles aplicaciones para estos sistemas. Se seleccioné
una molécula modelo, el colorante verde de malaquita, Figura 5.5.

o o
/N N\
CH, H,C O ‘ CH,
—
< OH

pKa=6,9 O

Figura 5.5. Estructura molecular del colorante Verde de Malaquita.

Para evaluar la cantidad de colorante incorporado en los sistemas, se
analizaron los parametros de EE y LC. En primera instancia, se
compararon NGs de VCL con distintos porcentajes de BIS, para
determinar la influencia del grado de entrecruzamiento de la red en la
capacidad de encapsulamiento. Los resultados obtenidos se encuentran
representados en la Figura 5.6. (a y b). En estos graficos, se observa
como la LC aumenta con la cantidad de colorante, es decir los NGs son
capaces de incorporar mayor masa en su interior a mayor concentracion
de analito en el medio. En cuanto a la EE, la misma aumenta con la
cantidad de colorante hasta que alcanza un plato (EE 37%). Ademas, se
determind que, tanto los valores obtenidos de EE como de LC, son
similares para los tres sistemas, indicando que la encapsulacion del
colorante es independiente del grado de entrecruzamiento.
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Figura 5.6. Graficos de a) capacidad de carga y b) eficiencia de encapsulacion en funcién de la
cantidad de verde de malaquita para distintos sistemas P(VCL)y.

Una vez determinada la capacidad de encapsulamiento de los sistemas
homopoliméricos, se procedid a evaluar la influencia del grado de
dendronizacion de los NGs. Se seleccionaron los NGs PVCL-ABC debido
a su caracter mas hidrofilico, propiedad particularmente importante para
aplicaciones biomédicas, y considerando la posible respuesta frente a
cambios de pH del medio que puedan presentar. Los valores de EEy LC
obtenidos se encuentran representados graficamente en la Figura 5.7. (a
y b). A partir de los resultados obtenidos, se determind en primer lugar
gue, los NGs con 0,5 % de dendronizacion presentan una capacidad de
encapsulamiento y de carga muy similar a la de los NGs homopoliméricos.

(a] [b]
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Figura 5.7. Graficos de a) capacidad de carga y b) eficiencia de encapsulacién en funcion de la
cantidad de verde de malaquita para distintos sistemas P(VCL-co-ABCY)y.
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En cambio, los NGs con 1% de dendron mostraron un aumento de la EE
de hasta un 20% y de un 40% del LC, lo que indicaria que este sistema
presenta un efecto dendritico positivo y que, una pequefia cantidad de
dendron influye marcadamente en el comportamiento del material. Es
decir que, a pesar que las estructuras dendriticas son complejas e incluso
en algunos casos costosas, el uso de cantidades minimas representa
ventajas muy significativas e imparten un valor agregado destacable al
material final, minimizando las desventajas relacionadas al costo
econdmico y sintético.

Por dltimo, en cuanto a los valores de EE y LC obtenidos para los NGs
con 3% de ABC, se observa una mejoria en la capacidad de
encapsulacion y carga con respecto a los NGs sin dendronizar o con 0,5%
de dendrén, pero una disminucion con respecto a los que poseen un 1%
de ABC. Es decir, el aumento en el porcentaje de dendronizacion no se
traduce en un material con mejores propiedades de carga. Esto es una
consecuencia de la formacion de uniones puente hidrogeno entre los
grupos acido de la periferia de ABC, que disminuyen la afinidad con el
colorante y aumentan la interaccién del tipo polimero-polimero. Este tipo
de efectos suele ser denominado efecto dendritico negativo y ha sido
reportado previamente por nuestro grupo de investigacion, donde se ha
observado que, los sistemas dendriticos muestran un comportamiento
optimo hasta un determinado grado de dendronizacion, generalmente
bajo, y por encima del cual las propiedades buscadas se pierden.[82]

Una vez determinados los valores de EE y LC de cada material, se
llevaron a cabo los ensayos de liberacion a temperatura ambiente
(aproximadamente 15 °C) y 37 °C y a dos valores de pH diferentes, 4y
7,4. Los valores obtenidos se representan en la Figura 5.8.

Una caracteristica general que se observa es que, los valores de
liberacion obtenidos no superan el 50 %. Este comportamiento evidencia
las fuerzas intermoleculares que predominan en cada sistema, para los
NGs dendriticos, la interaccion es fundamentalmente del tipo iénica, entre
el colorante y los grupos funcionales de la periferia del dendron, y para
los NGs homopoliméricos, las fuerzas son mas bien del tipo hidrofébicas,
entre los anillos aromaticos del colorante y el anillo lactama del
monomero.
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A los valores de pH de liberacion, tanto el verde de malaquita como el
dendron ABC, se encuentran parcialmente ionizados. Para el dendrén, el
valor de pKa de los grupos acido se encuentran alrededor de 5 [19] es
decir que, probablemente a pH 7,4 se encuentra en gran parte
deprotonado y a pH 4, aunque la mayoria de los grupos acido estan
protonados, existe una pequefia cantidad sin protonar. En cuanto al
colorante, tiene un pKa de alrededor de 7 [83], es decir que a pH 4
predomina la carga positivay a pH 7,4 un porcentaje alto de las moléculas
aun conservaran la carga. De esta manera, la interaccion idnica existente
entre el colorante y los grupos carboxilato del dendron, dificulta en todos
los casos la liberacidon. Esto explica, ademas, la diferencia notable entre
los porcentajes de liberacion a pH 4y a pH 7,4 para los NGs de PVCL-
ABC, donde dichas interacciones idnicas predominan al mayor valor de
pH. La maxima liberacion alcanzada a pH 7,4, para todos los NGs, ronda
entre un 4y un 10 % en cambio, a pH 4 estos porcentajes llegan a valores
entre un 20 y 45 %.
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Figura 5.8. Perfiles de liberacion del colorante para distintos pH y temperaturas.
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En cuanto al comportamiento mostrado a diferentes temperaturas, para
los NGs de PVCL, se observa un aumento en la cantidad de colorante
liberado a 37 °C (aunque nunca llega al 100%), no asi en el caso de los
NGs dendriticos, donde el porcentaje de verde de malaquita liberado no
cambia considerablemente con la temperatura. Esto puede deberse a las
interacciones idnicas que aun persisten y que, al colapsar los materiales
las moléculas dendriticas quedan expuestas y se aglomeran dejando al
colorante atrapado en una red de interacciones idnicas (Figura 5.9.).

Figura 5.9. Esquema de interacciones
idnicas y aglomeracion de los NGs a 37°C.

De este modo, los NGs demostraron poseer un comportamiento
controlable con el pH del medio. Resultando sistemas atractivos por su
capacidad de transportar moléculas i6nicas a través del torrente
sanguineo, con gran control de la liberacion de las mismas mientras el
valor de pH es aproximadamente 7,0. Mientras que, cuando el pH es mas
acido, en el tejido tumoral por ejemplo y en un proceso de endocitosis, se
produciria un significativo aumento en la cantidad de farmaco liberado,
logrando asi una liberacién controlada del mismo en el sitio deseado.
Ademas, a pH é&cido a 37°C, la liberacion se produce de manera
sostenida, llegando a un 90% del total del colorante liberado, entre las 12
y las 24 horas en todos los casos. Esto evita llegar a una concentracion
de farmaco que supere el limite de toxicidad del mismo, disminuyendo
problemas colaterales o reacciones secundarias que suelen surgir en el
consumo de medicamentos.
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Cabe destacar que, en casi todos los casos se obtiene una mayor
liberacién de la molécula, ademas de una mayor encapsulacion, en los
NG PVCL-ABC frente a los homopoliméricos. Este comportamiento
evidencia nuevamente el efecto dendritico sobre el comportamiento de
encapsulacién/liberacién, siendo mayor para los NGs con solamente 1%
de dendrén, demostrando que se pueden mejorar significativamente las
caracteristicas de un material con un porcentaje de dendronizacion bajo.

Finalmente, estos resultados evidenciaron una vez mas que, el
comportamiento de los NGs esta claramente gobernado por el blogue
dendritico y las interacciones que se establecen entre los grupos
funcionales presentes en la periferia, ya sea en estado hinchado (bajas
temperaturas) o colapsado (altas temperaturas), y las moléculas del
colorante.

5. 4. 2. Andlisis de citotixicidad de los NGs en células vaginales

Se evaluo la toxicidad de algunos NGs en una linea celular epitelial
cervicovaginal, mediante el uso de un ensayo de actividad metabolica
(MTT). Se prob6 un rango de concentracion de 0,01 a 100 ug.mL*y 48 h
de exposicion.

Los NGs elegidos para realizar este estudio fueron P(VCL)4, P(VCL-co-
ABCY). y P(VCL-co-ABC3)s Y los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 5.10.

En primer lugar, se puede observar un evidente cambio de
comportamiento de la citotoxicidad de los NGs dendronizados frente a los
NGs sin dendron. Para los primeros, existe cierta tendencia donde, la
viabilidad celular disminuye al aumentar la concentracion de los NGs en
el medio. En cambio, en los NGs homopolimiéricos, hasta cierta
concentracion no se observa practicamente citotoxicidad y a partir de los
20 pg.mL™* la viabilidad celular cae alrededor de un 40 % y se mantiene
constante. Estos resultados evidencian la presencia nuevamente de un
efecto dendritico que controla el comportamiento de la citotoxicidad de la
red.

Ademas, al comparar los NGs con 1 % de dendron frente a los NGs sin
dendronizar, a concentraciones altas, con los primeros se observan
mayores porcentajes de viabilidad celular, indicando que la presencia del
dendron disminuye la toxicidad del material. En cambio, con los NGs con
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3 % de ABC a altas concentraciones, se observan niveles similares de
viabilidad celular a los NGs sin dendronizar. Nuevamente, este
comportamiento puede deberse a un efecto dendritico negativo al
aumentar la concentracion de dendron o podria estar relacionado al
mayor tamafo de los NGs con 3% de dendrén.

Una vez mas, la capacidad para gobernar las propiedades vy

comportamiento de los NGs, se logra con bajos porcentajes de
dendronizacion.
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Figura 5.10. Gréficos de viabilidad celular con células TZM.bl modificadas genéticamente frente a:
concentracion de NGs de a) P(VCL)4, b) P(VCL-co-ABCY)s y ¢) P(VCL-co-ABC3),.

Por ultimo, estos estudios permitirian asegurar que los NGs evaluados
resultarian aptos para ser utilizados en la sintesis de nanomateriales con
potenciales aplicaciones en biomedicina, ya que las concentraciones de

NGs necesarias para observar altos niveles de citotoxicidad, son
suficientemente elevadas.

5. 4. 3. Estudio de la capacidad de los NGs frente a la inhibicion de
infeccion del virus de VIH

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es un virus que infecta a
las células del sistema inmunitario, alterando o anulando su funcion.[84]

El VIH puede transmitirse por relaciones sexuales vaginales, anales u
orales con una persona infectada, la transfusion de sangre contaminada
o el uso compartido de agujas, jeringas u otros instrumentos punzantes.
Asimismo, puede transmitirse de la madre al hijo durante el embarazo, el
parto y la lactancia.[84]
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El Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH / SIDA
(ONUSIDA) estima que a finales de 2020 a nivel mundial
aproximadamente 37,7 millones de personas convivian con el virus del
VIH. En ese mismo afio murieron 680 mil personas por causas
relacionadas con el VIH y 1,5 millones de personas contrajeron la
infeccion. De todas las personas VIH positivos de ese afio, solo 27,5
millones se encontraban en tratamiento con antirretrovirales. Esto
equivale a una tasa mundial de cobertura del 73% de los adultos y el 54%
de los nifios.[84] Por ejemplo, incluso en los Estados Unidos, uno de los
paises mejor posicionados en el mundo a nivel econdémico, se estima que
solo el 28% de las personas infectadas por el VIH se encontraban en
tratamiento.[85,86]

Mas de dos tercios de todas las personas con el VIH viven en la region
del Africa subsahariana (25,3 millones) y, es por esto que, se ha
establecido firmemente como el epicentro mundial del VIH / SIDA y
representa el mayor desafio para la salud mundial en los tiempos
modernos.[84,85] Si bien el VIH es prevalente entre la poblacion en
general en esta region, un numero cada vez mayor de nuevas infecciones
se producen entre un grupo de poblacion en particular.[84] Mas de 5 mil
mujeres se infectan con el VIH semanalmente, y la mayoria de estas
nuevas infecciones ocurren en Africa subsahariana, en mujeres jovenes
que lo adquieren en un promedio de 5 a 7 afios antes que los hombres,
junto con Sudafrica tienen una de las tasas de incidencia mas
altas.[74,85,87] Se cree que esto se debe a una economia limitada, falta
de educacion, razones religiosas, la disparidad de género y la violencia
gue llevan a que en general, la mujer no puede controlar/decidir sus
encuentros sexuales, lo que aumenta la exposicion a situaciones de
riesgo y crea obstaculos para acceder a servicios de prevencion,
deteccion y tratamiento del VIH eficaces, de calidad y asequibles.[84,87]

Existen dos tipos de virus del VIH el 1 y el 2, siendo el VIH-1 el mas
predominante a nivel mundial.[88] En los ultimos afios, el uso de
microbicidas topicos de larga duracion, controlados por mujeres y eficaces
para disminuir y controlar la epidemia de VIH-1 entre las mujeres ha
surgido con fuerza.[89-92] Como se ha mencionado anteriormente,
muchos compuestos con actividad anti-VIH-1 han sido probados como
microbicidas topicos, como los polisacaridos sulfatados como el
carragenano y el dextrano sulfatado, [72,73] medicamentos como
tenofovir [74-76] o dapivirina [77] Yy nanoestructuras como los
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dendrimeros [78-80]. Sin embargo, la mayoria de ellos han fallado en los
ensayos clinicos, debido a la toxicidad vaginal y la irritacion, aumentando
la susceptibilidad a las infecciones de transmision sexual en lugar de
proporcionar proteccion.[93,94] Es por todo esto que, resulta necesario,
realizar este tipo de ensayos antes de evaluar la capacidad de inhibicion
frente al virus.[95]

Luego de evaluar la citotoxicidad de los NGs P(VCL)4, P(VCL-co-ABC?)4
y P(VCL-co-ABA3), en una linea celular epitelial cervicovaginal, se
ensayaron como candidatos potenciales para su uso en la formulacién de
microbicidas topicos anti-VIH. Las concentraciones se consideraron no
toxicas para esta aplicacion en particular, si la viabilidad celular era
superior al 80% en comparacion con el control no tratado, siguiendo
protocolos anteriores. Por lo cual, 10 ng.mL™* fue la concentracién maxima
probada para los NGs P(VCL): y P(VCL-co-ABCY)s y 1 ug.mL? para
P(VCL-co-ABA3), (Figura 5.11.). Si bien para P(VCL-co-ABC?), se
observa una viabilidad celular ligeramente menor al 80 % a
concentraciones de 10 pg.mL?!y dicha viabilidad es mayor con una
concentracion de 20 ug. mL'1l, se consider0 que puede existir una
inversion de los porcentajes de citotoxicidad segun la tendencia, por lo
gue se realizaron los ensayos con una concentracion maxima de 10 pg.
mL para el NG P(VCL-co-ABC?Y).. Cabe aclarar que, dicha desviacion de
la tendencia pudo deberse a la falta de repeticiones del ensayo y a la
complejidad del sistema, razones por lo cual también se obtuvieron
valores poco precisos, lo que se reflela en las barras de error
representadas en el grafico b de la Figura 5.10.

Una vez definidas las concentraciones maximas de NG para cada
sistema, se llevaron a cabo ensayos de inhibicion del VIH-1, para
determinar la eficacia anti-VIH-1 de cada material. Se selecciono el virus
aislado R5-HIV-1niaps, Ya que es un virus de laboratorio ampliamente
utilizado predominantemente en los primeros pasos de la infeccién por
VIH-1[96] y los resultados obtenidos se detallan en la Figura 5.11. Lo
primero que se observa es que, efectivamente tanto P(VCL)s como
P(VCL-co-ABC?Y)s presentan un efecto inhibitorio contra el aislado R5-HIV-
1 in vitro, ya que se obtuvieron tasas de inhibicion de alrededor del 75y
85 %, respectivamente, a la concentracion maxima no toxica (10 ug.mL"
1). Si bien con P(VCL-co-ABA3)4, dicho efecto no se observa, esto puede
deberse simplemente a las bajas concentraciones con las que fue posible
realizar los ensayos. En todos los casos la capacidad de inhibir la
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infeccion por VIH-1 disminuye a medida que baja la concentracion del NG,
ejerciendo un efecto dependiente de la dosis.

A partir de estos resultados se podria asegurar que la presencia del
dendréon en la red polimérica mejora considerablemente la capacidad
inhibitoria del NG, ya que se observo alrededor de un 10 % mas de
inhibicién con tan solo un 1 % de dendronizacion.
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Figura 5.11. Graficos de % de células infectadas en funcion de la concentracion de NG de: a)
P(VCL)s, b) P(VCL-co-ABC), y c) P(VCL-co-ABC3),,

Por otro lado, ya que los NGs de P(VCL)4 sintetizados no pueden formar
restos anionicos, que han demostrado ser importantes para la actividad
antiviral, su efecto inhibidor provendria exclusivamente de los grupos
funcionales de la matriz polimérica.

Recientemente, se publico una patente en la que se usaron formulaciones
hipotonicas de hidrogel sintético basado en poloxamer, como barreras
vaginales o de la mucosa colorrectal.[95,97] Se demostré su capacidad
para atrapar virus, incluido el VIH. Este trabajo constituye, segun nuestro
conocimiento, el unico informe del uso de hidrogeles poliméricos
sintéticos como agentes anti-VIH por si mismos. Por esto y, respaldados
en todos los resultados presentados se esta en condiciones de decir que,
por primera vez, los NGs podrian considerarse candidatos para un nuevo
microbicida topico contra el VIH-1. Sin embargo, se requieren mas
estudios para revelar los mecanismos involucrados en este efecto
inhibitorio.
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5. 5. Conclusiones parciales

Se realizaron ensayos de encapsulacion y liberacion de un colorante
modelo con los sistemas copoliméricos VCL-ABC. Los mismos
demostraron que, la incorporacion de 1% de dendron en los
nanovehiculos lleva a un aumento de la EE de hasta un 20% y de un 40%
del LC, es decir a un aumento notable en la capacidad de encapsulacion,
lo que indicaria que este sistema presenta un efecto dendritico positivo.
Sin embargo, los valores de EE y LC obtenidos para los NGs con 3% de
ABC muestran una disminucién con respecto a los que poseen un 1%. Es
decir, el aumento en el porcentaje de dendronizacién no se traduce en un
material con mejores propiedades de carga. Este tipo de efectos suele ser
denominado efecto dendritico negativo y ha sido reportado previamente
por nuestro grupo de investigacion.

Estos NGs ademas de su capacidad de encapsulacion, demostraron
poseer una respuesta frente al pH, lo que los convierte en sistemas mas
gue prometedores para su aplicacion en liberacion controlada de
farmacos. Aunque, no mostraron un comportamiento dependiente con la
temperatura para la liberacion de un compuesto ionico (verde de
malaquita), no debe generalizarse esta conclusion antes de evaluar este
comportamiento estudiando un espectro de moléculas de diferentes
caracteristicas fisico-quimicas. Si bien estos sistemas no resultan ideales
para transportar farmacos iénicos cuando se busca cierta respuesta a la
temperatura, pueden resultar adecuados para otro tipo de compuestos.
Esta conclusion se fundamenta en la experiencia previa de nuestro grupo
de investigacion. Se ha demostrado que, NGs basados en P(NIPAM-co-
ABC), muestran un comportamiento como agentes de liberacion
controlada de ciertos farmacos, dependiente tanto del pH como de la
temperatura.

Ademas, en busqueda de diferentes y novedosas aplicaciones para los
sistemas desarrollados en esta Tesis, se realizaron ensayos de viabilidad
celular para los NGs P(VCL)s y NGs dendriticos con 1y 3 % de ABC, en
una linea celular epitelial cervicovaginal y luego se realizaron ensayos de
inhibicion contra el virus del VIH- 1. Los mismos demostraron que
nuevamente los NGs con 1 % de dendron resultan los mas prometedores
para ser utilizados como microbicidas topicos contra el virus, mostrando
una capacidad de inhibicion contra la infeccidon de casi un 85 %. Quedan
pendientes para realizar en el futuro, los estudios necesarios para

179



~ Seccionll Capitulo 5

determinar el mecanismo por el cual se produce este efecto de inhibiciéon
por parte de los materiales frente al virus del VIH-1.

Los resultados alcanzados en esta ultima etapa de trabajo, han permitido
establecer una clara relacion estructura-reactividad. Se ha evidenciado
una vez mas, la influencia del bloque dendritico en el comportamiento de
los materiales y la baja concentracion necesaria para generar este efecto.
Todo esto, corrobora la hipétesis inicial de esta Tesis, en la que se planted
a estos biomateriales como excelentes candidatos para su utilizacién en
diferentes areas de la nanomedicina, pudiendo asi cumplir con los
objetivos planteados inicialmente.
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Seccion I

Al comienzo de esta Tesis, se plante6 como objetivo general el desarrollo
de bloques de construccidn dendriticos y de nuevos biomateriales de
tamafio nanoscopico, con el fin de disefiar potenciales plataformas para
su uso en el area de la biomedicina. Para alcanzar este objetivo, se disefio
de manera eficiente el trabajo de investigacién que permitié obtener los
diferentes biomateriales presentados en este manuscrito.

Ademas de la utilizacion de diversas metodologias para la sintesis de los
distintos biomateriales, se estudio la influencia de la dendronizacion sobre
la morfologia y las propiedades fisicoquimicas del material final,
evidenciando el efecto de la multivalencia (efecto dendritico). Teniendo
en cuenta el objetivo general, la Tesis fue dividida en 3 partes: i) sintesis
de moléculas dendriticas como bloques de construccion para la
preparacion de biomateriales dendriticos, ii) sintesis de diferentes
nanogeles, utilizando materiales de origen natural o sintético y una
combinacion de ambos para formar los denominados materiales hibridos
y iii) ensayos de aplicacion en el area de la biomedicina. Las conclusiones
de cada una de las partes se detallan a continuacion:

1) A través de reacciones tipicas de la Quimica Organica,

W se sintetizaron y caracterizaron, diferentes dendrones. Se

parti6 de dendrones comerciales que, a través de

distintas reacciones quimicas, derivatizando tanto los

grupos de la periferia como el punto focal, se obtuvieron

estructuras dendriticas novedosas. Algunas de ellas con

un punto focal capaz de polimerizar en reacciones de

polimerizacion radicalarias convencionales,

conviertiéndolas en estructuras versatiles para su

utilizacién como bloques de construccién de biomateriales.

Particularmente se destaca la sencillez y alto rendimiento en la sintesis

de los dendrones ABA y ABC vy la versatilidad de los mismos pudiendo

aportar blogues hidrofobicos o hidrofilicos segun el requerimiento por una
simple reaccion de polimerizacion clasica.

i)  En esta etapa, el trabajo se focalizo en el disefio de materiales de

tamafio nanométrico, atendiendo el emergente avance cientifico en el
area de los biomateriales y sus potenciales aplicaciones. De este modo,
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se obtuvieron exitosamente distintos nanogeles poliméricos, donde se
combinaron la revalorizacion de polimeros de origen natural, las
propiedades responsivas de Poli(vinilcaprolactama) (PVCL) y las
destacadas propiedades de los bloques dendriticos. En todos los casos
que se llevd a cabo la incorporacion de un bloque
dendritico, quedd en evidencia la influencia de dicha
molécula en las propiedades del material final, siendo
estas gobernadas por este bloque. Se observé que,

el aporte dendritico queda establecido con una
pequefia proporcion de la estructura en la
composicion del material. Es decir, la incorporacion de
pequefas cantidades de una estructura dendritica,
provoca cambios significativos y determina las caracteristicas y
comportamientos del material final. El trabajo desarrollado en esta Tesis,
demuestra que, el correcto disefio y el conocimiento detallado de los
efectos de la incorporacion de dendrones, deben aprovecharse para
diseflar nuevos materiales con alto valor agregado, donde el control
estructural marque las propiedades del material final y como
consecuencia lo transforme en una mejor alternativa para las aplicaciones
buscadas.

iii)  Por udltimo y, avanzando en el estudio de potenciales aplicaciones
de los nanogeles desarrollados, se realizaron ensayos que permitieron
demostrar la capacidad, de algunos de los materiales, para ser utilizados
en aplicaciones en el area de la biomedicina. Por un lado, a través de
ensayos de encapsulacion y liberacion de una molécula modelo, fue
posible corroborar la eficiencia de los nanogeles dendriticos sintéticos,
descriptos en la segunda parte de este manuscrito, para ser utilizados
como carriers para liberacion controlada de farmacos. Se demostro la
mayor capacidad de encapsulacion y un mejor perfil de liberacion
dependiente del pH del medio, para los sistemas dendriticos.
Nuevamente, el efecto dendritico se evidencié con porcentajes de
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modificacion de tan solo 1%. Un aspecto del trabajo y los resultados
obtenidos a destacar es, haber demostrado por primera vez el empleo de
nanogeles como inhibidores de un virus, en este caso el VIH-tipo 1. Se
alcanzaron niveles de inhibicion cercanos al 75% para nanogeles no
dendriticos, valor que fue superado por los materiales dendriticos (85%).
Este dltimo resultado es uno de los mas relevantes del trabajo, ya que el
nanogel solo posee en su composicion 1% del bloque dendritico y no fue
necesario incorporar un farmaco especifico.

Finalmente, el conocimiento adquirido durante el desarrollo de esta Tesis,
permitio disefar nanogeles a medida (taylor made), establecer la relacion
estructura-propiedad y seleccionar los materiales con mejor performance
para las aplicaciones especificas. Particularmente, se puede destacar que
la presencia de una molécula dendritica en los NGs llevo a caracteristicas
muy diferentes a las observadas en los no dendriticos. Esto brindo la
posibilidad de trabajar con sistemas muy distintos entre si y obtener
diversos materiales con excelentes propiedades. Ademas, cabe destacar
gue se logr6 un gran aporte al conocimiento dado los escasos
antecedentes gue se pueden encontrar en bibliografia sobre el tema que
aun se encuentra en creciente desarrollo.

Se evidencié la importancia de un correcto disefio sintético del
biomaterial, teniendo en cuenta las posibles interacciones, inter e
intramoleculares, y la potencial aplicacion final. Ademas, destaca la
importancia de una caracterizacion detallada de los sistemas para
determinar asi las posibles arquitecturas del material obtenido y lograr una
mejor compresion de las propiedades fisico-quimicas finales.
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En este trabajo de Tesis, las moléculas dendriticas han demostrado la
capacidad de modificar y mejorar, en gran medida, diversas propiedades
de una matriz polimérica. Por lo que en primer lugar se propone continuar
con la optimizacién en la sintesis de las moléculas dendriticas para luego
incorporarlas como blogue de construccion en algin material polimérico.
Particularmente resulta muy interesante la posibilidad de ampliar la
caracterizacion y posterior incorporacion en algun material a las
moléculas dendriticas sintetizadas NAT-Weis y NAT-Weish, las cuales
representan la posibilidad de obtener dendrénes de segunda generacion
con alta densidad de grupos funcionales hidrofébicos o hidrofilicos por un
método de sintesis sencillo.

En segunda instancia, los nanogeles sintetizados y caracterizados
presentaron excelentes propiedades para ser utilizados en el area de la
nanomedicina. Por esta razén, se propone continuar estudiando estos
sistemas para su perfeccionamiento. Se plantea un estudio completo de
la incorporacion y liberacion de diferentes farmacos evaluando diferentes
condiciones. A su vez, estos sistemas también podrian modificarse
empleando grupos targeting para aplicaciones aun mas especificas.
Ademas, en el grupo de investigacion se espera continuar con los
estudios bioldgicos de estos sistemas, ya sea la internalizacion celular, la
citotoxicidad (al liberar el farmaco), estudios in vivo, etc. Finalmente, se
propone continuar con estudios mas exhaustivos de los distintos
nanogeles basados en PVCL-ABC para ser utilizados como microbicidas
topicos en la lucha contra el VIH-I, particularmente realizar estudios para
entender el mecanismo por el cual se produce la inhibicién del virus por
parte de los materiales.
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