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Resumen

El cdncer de mama es el cancer mds comun en mujeres de todo el mundo,
presentandose un millon de nuevos casos por afo. Dentro de los tratamientos
sistémicos adyuvantes que acompafan a la cirugia mamaria, esta la quimioterapia y el
tratamiento hormonal. La eficacia de la quimioterapia esta limitada a una inadecuada
concentraciéon de la droga en el tejido tumoral y/o a los efectos téxicos en los tejidos
normales. La baja solubilidad en agua es también una limitante que tienen muchos
farmacos anticancerigenos para una éptima aplicacidn clinica. EI Docetaxel (DTX) es
una droga estabilizadora de microtubulos que induce la apoptosis celular, y es de uso
comun en el tratamiento del cdncer de mama. La Unica formulacidén comercial de DTX
(Taxotere®) disponible, basada en mezclas de surfactantes y co-solventes (Tween 80y
etanol), se asocia con serios efectos adversos. Los sistemas de entrega de farmacos
basados en nanoparticulas pueden mejorar la entrega de farmacos poco solubles,
reducir la acumulacion no especifica, mejorar la farmacocinética e incrementar las
concentraciones de droga en los tejidos de interés. En tumores sélidos, los vehiculos
de tamafio nanométrico pueden ingresar a los tumores pasivamente por medio del
efecto “EPR” (efecto de permeabilidad y retencién). Este efecto es consecuencia de la
patofisiologia de los vasos sanguineos tumorales, los cuales presentan un endotelio
defectuoso con espacios entre las células endoteliales. Asimismo, como el drenaje
linfatico en el tejido tumoral es poco eficiente, lo que representa un “callején sin
salida” biolégico para las nanoparticulas, las nanoparticulas se acumulan de forma
pasiva. Los dendrimeros son polimeros esféricos de tamafo nanométrico ampliamente
usados como sistemas de entrega de farmacos. En este trabajo se emplearon
dendrimeros PAMAM (poliamidoamina) para la sintesis y desarrollo de nanosistemas
dendriméricos como potenciales agentes de entrega de DTX. Los nanosistemas
dendriméricos PAMAM G4-FITC y PAMAM G4.5-piperacinil-FITC fueron captados por
células tumorales mamarias in vitro y por el tumor mamario in vivo. Los dendrimeros
PAMAM G4 (catidnicos) sin FITC resultaron ser citotéxicos en las lineas celulares
empleadas. En cambio, los dendrimeros PAMAM G4.5 (anidnicos) no presentaron
citotoxicidad a las concentraciones estudiadas. En base a estos resultados, para la
encapsulacion de DTX, se emplearon Unicamente los dendrimeros PAMAM G4.5. El
nanosistema dendrimérico PAMAM G4.5-DTX fue caracterizado y evaluado
biolégicamente. La caracterizacion indicd que el DTX interacciona con la cavidad
interna de los dendrimeros PAMAM G4.5, lo que demuestra su encapsulacién en estas
estructuras. El nanosistema presenté una eficacia antitumoral similar a la del DTX libre
en células de tumor mamario. Asimismo, en células no tumorales, el nanosistema
desarrollado resulté ser menos citotoxico que el DTX libre. En conclusion, el presente
trabajo es pionero en el estudio de la captacion de dendrimeros PAMAM GA4.5
(marcados con fluoréforos) en lineas celulares y a nivel tumoral, asi como también en
la encapsulacién de DTX en esta clase de dendrimeros.
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1. Introduccion

1.1. Cancer de mama.

El cdncer de mama es el cdncer mas comun que afecta a mujeres de todo el mundo
con un milldn de nuevos casos cada afio . El cancer de mama comprende el 18% de
todos los tipos de cancer y constituye la segunda causa de muerte en mujeres >*. En el
2008, alrededor de 1.4 millones de mujeres fueron diagnosticadas con cdncer de
mama y mas de 450.000 mujeres murieron por esta enfermedad. Una proporcién
significante de pacientes son diagnosticadas en las primeras etapas de cdncer de
mama. En las primeras etapas de cancer de mama, las pacientes disponen de distintas
opciones de tratamiento. La mayoria de las pacientes recién diagnosticadas pueden
optar entre dos opciones de cirugia: a) cirugia conservadora de mamas con
radioterapia o b) mastectomia ®. Luego de la cirugia se requiere de una terapia
sistémica adyuvante. Dentro de los tratamientos sistémicos adyuvantes estan la
quimioterapia y el tratamiento hormonal. Ambos mejoran significativamente la
supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia total. Sin embargo, estos
tratamientos sistémicos adyuvantes se asocian con la aparicién de efectos adversos,
los cuales pueden impactar negativamente en el estilo de vida de las pacientes .

1.1.1. Incidencia y mortalidad.

Las muertes por cancer constituyen aproximadamente un cuarto (23.8%) del total de
las defunciones registradas en Uruguay cada afio. Estas cifras corresponden al 2010. En
términos generales, el riesgo de padecer o morir por cancer depende dramdticamente
de la edad. No obstante, el intrincamiento del fendmeno de la transformaciéon maligna
con los procesos de envejecimiento, la influencia de los agentes externos asi como
también el rol de las eventuales vulnerabilidades genéticas, muestra la notoria
complejidad del problema 4,

La incidencia registrada por el Registro Nacional de Cancer en el periodo 2006-2010
fue de 74.277 casos incidentes de tumores malignos, esto representa un promedio de
unos 14.855 casos nuevos cada afo. En el contexto internacional, Uruguay ocupa el
quintil de mayor incidencia, confirmando la importancia del problema en el perfil
sanitario del pais (estimaciones realizadas por la Agencia Internacional de Investigacién
en Cancer (IARC) de la OMS denominado GLOBOCAN — 2012, difundido en diciembre
de 2013) %

En mujeres, el cdncer de mama es el tipo de cdncer que posee tanto la mayor tasa de
incidencia como de mortalidad. En el quinquenio 2006-2010 se diagnosticaron en
promedio cada afio 1840 casos nuevos y se registraron mds de 660 muertes anuales
por esta causa *.
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Las tendencias en la mortalidad por cancer de mama a largo plazo en Uruguay, indican
qgue luego de un aumento en la ultima mitad del siglo pasado, a partir de mediados de
los 90’ comienza un descenso sostenido de la tasa estandarizada de la mortalidad por
cancer de mama (Figura 1) *.
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Figura 1. Tendencias en la mortalidad por cancer en mujeres uruguayas a largo plazo, 1953-2010.
Tasas ajustadas por edad a la poblacion mundial por 100.000 habitantes. Fuente: Registro Nacional de
Céancer *.

1.1.2. Factores de riesgo.

Edad. El riesgo de desarrollar cancer de mama aumenta con la edad. Existe una
relaciéon entre la edad y el estado del receptor de estrégeno (ER). La incidencia de
cancer de mama ER-positivo incrementa con la edad. Este patrén contrasta con la
incidencia de cancer de mama ER-negativo, el cual incrementa hasta la edad de 50,
pero luego permanece constante 2. La incidencia de cancer de mama es del doble cada
10 anfos antes de la menopausia, cuando la tasa de incremento disminuye
dramaticamente. En comparacion con el cancer de pulmén, la incidencia de cancer de
mama es mayor a edades mas jévenes 3,

Edad de la primera menstruacién. Las mujeres que tuvieron su primera menstruacién
antes de los 12 afios de edad, tienen un riesgo mayor de desarrollar cancer de mama
gue las mujeres cuya primera menstruacidon ocurrié después de los 13 afos. Esto se
debe a que las primeras tienen una mayor exposicidn a los estréogenos durante su vida.
Después de la primera menstruacion, los niveles de estrégeno totales en el cuerpo son
mds altos y permanecen asi durante los afios reproductivos de la mujer .

Edad del primer embarazo (a término). Las mujeres que no se han embarazado vy las
gue tuvieron su primer embarazo después de los 35 afios de edad, tienen un mayor
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riesgo de desarrollar cdncer de mama en comparacién con las mujeres cuyo primer
embarazo lo tuvieron antes o durante la década de los 20 *°.

Edad de la menopausia. Las mujeres cuya menopausia se manifiesta luego de los 55
afos de edad, tienen un riesgo de desarrollar cancer de mama mayor que las mujeres
cuya menopausia se manifiesta a los 45 afios >. Cada afio de retraso en la menopausia
corresponde a un incremento del 3% en el riesgo de adquirir cdncer de mama 2,

Amamantamiento. El amamantamiento parece tener un efecto protector respecto al
desarrollo de cdncer de mama. El efecto protector del amamantamiento parece
aplicarse primariamente a mujeres pre-menopdusicas. El efecto protector es también
mayor para las mujeres portadoras de la mutacion BRCA1 (gen de predisposicion al
cancer de mama), las cuales disminuyen el riesgo en un 32% al cabo de un afio de
amamantamiento. El amamantamiento suprime la ovulacién y puede reducir el riesgo
de contraer cancer de mama debido a la disminucién en el tiempo de exposicion a los
estrégenos.

A nivel celular, el amamantamiento puede causar la diferenciaciéon terminal de las
células epiteliales mamarias. Esta diferenciacion hace que las células sean menos
susceptibles a los efectos de los carcindgenos o mutaciones durante el ciclo celular 2,

Terapia de reemplazamiento hormonal. El uso actual de la terapia hormonal post-
menopausica estd asociada con un incremento del riesgo de cancer de mama en una
relacion dosis-respuesta relacionada con la duracion de su uso °. Este riesgo es mayor
para la terapia hormonal combinada (estrégeno/progesterona) que para la terapia sélo
con estrégenos **. A través de un meta-andlisis se calculd una probabilidad de
incremento del riesgo del 7,6 % por afio de terapia de reemplazamiento hormonal .

La terapia de reemplazamiento hormonal incrementa la densidad mamaria y reduce la
sensibilidad y especificidad del “screening” mamario. Los tumores diagnosticados en
mujeres que siguen una terapia de reemplazamiento hormonal tienden a ser menos
avanzados clinicamente que aquellos diagnosticados en mujeres que nunca han
seguido esta terapia. Si bien esta terapia estd asociada a un incremento del riesgo de
cancer de mama, los datos actuales sugieren que la misma no incrementa la
mortalidad por cancer de mama >.

Factores genéticos. La historia familiar o predisposicién genética al céncer, es la
responsable de hasta un 10% de los casos de cdncer de mama en los paises
occidentales. El factor de riesgo de cancer de mama originado por la historia familiar
estd bien documentado. La mayoria de los tumores de mama de origen genético, se
desarrollan antes de los 65 afios >. Por ejemplo, mujeres cuya madre o hermana
estuvieron afectadas, tienen un riesgo de desarrollar cdncer de mama del doble
respecto al de la poblacién general 23 riesgo incrementa entre cuatro y cinco veces
si dos parientes de primer grado desarrollan la enfermedad. Muchas familias afectadas
por cancer de mama muestran haber desarrollado multiples tumores atribuibles a la
misma mutacidon heredada, como: tumores de ovario, colon, préstata y otros 3 Las
pacientes que tienen una mayor probabilidad de portar una mutacién genética que las
predispone al cdncer de mama, son aquellas que manifiestan cancer de mama

9
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bilateral, que desarrollan una combinaciéon de cancer de mama y otros canceres
epiteliales, y mujeres que adquieren la enfermedad a una edad temprana *°.

La herencia de ciertos genes explica, en parte, este riesgo. Las mutaciones en los genes
BRCA1 y BRCA2 se heredan con un patron autosdmico dominante. Esta herencia se ve
evidenciada aproximadamente en un 5 a 10% de los diagndsticos 2 Estos genes son los
responsables de una proporcién sustancial de familias de muy alto riesgo, como por
ejemplo, aquellas que presentaron cuatro o mas canceres de mama entre parientes
cercanos °.

Una mutacién por delecion en cualquiera de los dos genes aumenta el riesgo relativo
de desarrollar cdncer de mama en unas 10 veces. Un estudio prospectivo de mujeres
con mutaciones en los genes BRCA, mostré un riesgo acumulativo de desarrollar
cancer de mama a la edad de 70 afios del 60% y 55% para las portadoras del gen
BRCA1 y BRCA2, respectivamente. La prevalencia de ambos genes en la poblacidn
general varia entre regiones geograficas y etnias, pero en general es baja (0.4% a 0.7%
para BRCA1, 1% a 3% para BRCA2). Si bien la prevalencia de estos genes es baja, la
penetrancia es alta. Tanto BRCA1 como BRCA2, son genes que estan involucrados en la
reparacion por recombinacion homdloga de las roturas de doble hebra del ADN. Las
deficiencias en esta funcion contribuyen a la tumorigénesis .

P53 es otro gen con alta penetrancia que tiene conexién con el cdncer de mama. Las
mutaciones en p53 estan asociadas con el sindrome de Li-Fraumeni >, el cual
incrementa el riesgo de desarrollar cancer de mama, leucemia, cancer de pulmén y
cerebro. Mujeres con este sindrome presentan un 50 % de riesgo de adquirir cancer de
mama a los 60 afios de edad. El sindrome de Li-Fraumeni y las malignidades asociadas
a p53, pueden explicar hasta un 7% de todos los canceres de mama diagnosticados en
la mujer que se manifiestan antes de los 40 afios de edad. Los tumores de mama con
sindrome de Li-Fraumeni son predominantemente ER/PR/HER2-positivos 2,

Otros genes se han asociado a un mayor riesgo de adquirir cancer de mama. A
diferencia de los anteriormente mencionados, estos genes tienden a ser de baja
penetrancia y contribuyen menos al cancer de mama. Muchos de estos genes estan
involucrados en las vias de reparacion del ADN, mantenimiento de la integridad del
genoma y los “checkpoints” del ciclo celular. Mutaciones en ATM, BRIP1, CHEK2, NBS1,
PALB2 y RAD50 estan asociadas con un incremento del riesgo de cancer de mama de 2
a 4 veces mayor. La incidencia de mutaciones en estos genes es baja (de alrededor de
1% o menos). Si bien los estudios para elucidar los genes responsables de la
tumorigénesis en cancer de mama contindan, se conoce que existe una gran
heterogeneidad de las mutaciones entre los tumores individuales 2,

Factores epigenéticos. El silenciamiento de los genes supresores de tumores inducido
por metilacidn, es el principal mecanismo epigenético que conduce a la inactivacién de
estos genes. La metilacion de regiones ricas en el dinucléotido CpG en promotores de
genes es especialmente relevante para el silenciamiento de genes importantes en el
control del crecimiento. Algunos de los genes reportados en cancer de mama que se
someten a hipermetilacién, estdn involucrados en la regulacion del ciclo celular (p16,
CCND2), adhesion celular (CDH1), reparacién del ADN (BRCA1) y sefializacion celular
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(ER and RARDb2). La identificacién de estos genes ha ayudado a elucidar la patogénesis
molecular del cdncer de mama por medio de la indicacidn de cuales vias de control de
crecimiento estan afectadas. Estudios especificos de la hipermetilacién del ADN en
tumores, puede tener valor en la deteccidon temprana del cancer de mama empleando
muestras de lavado ductal ®.

Enfermedades de mama benignas. Mujeres que hayan tenido hiperplasia epitelial
atipica presentan un riesgo de 4 a 5 veces mayor que el de aquellas que nunca han
presentado cambios proliferativos en las mamas. Aquellas mujeres que hayan
manifestado estos cambios y una historia de cancer de mama familiar (pariente de
primer grado) presentan un incremento de nueve veces en el riesgo. Mujeres con
quistes palpables, fibroadenomas complejos, papilomas ductales, adenosis esclerdtica,
e hiperplasia epitelial moderada o florida tienen un riesgo apenas mayor de desarrollar
cancer de mama. Este aumento, sin embargo, no es significante clinicamente 3,

Exposicion a las radiaciones. En mujeres adolescentes expuestas a la radiacién
durante la segunda guerra mundial, se observé un riesgo de cancer de mama del doble
respecto al de la poblacién general. La radiacién ionizante también aumenta el riesgo,
especialmente cuando la exposicion a esta radiacion ocurre durante la formacion
rapida de la mama. El empleo de la mamografia de “screening” ha disminuido la
mortalidad por cancer de mama en mujeres mayores de 50 afios 3,

1.2. Quimioterapia. Limitaciones de la quimioterapia.

La resistencia celular a la quimioterapia constituye el principal factor que explica la
baja respuesta a este tratamiento por parte del paciente con cancer de mama
metastasico 2.

Los farmacos empleados para el tratamiento del cancer, frecuentemente implican el
uso de moléculas pequeiias tales como agentes alquilantes (busulfan), anti-
metabolitos (gemcitabina), anti-microtubulos (paclitaxel, docetaxel, vincristina),
inhibidores de topoisomerasas (etopotecan), e inhibidores citotéxicos (doxorubicina).
Estas moléculas citotoxicas ademas de matar células cancerigenas altamente
proliferativas, también matan otras células proliferativas de la médula dsea, el tracto
gastrointestinal, y células de los foliculos pilosos, conduciendo respectivamente a la
aparicidon de efectos adversos comunes tales como la disfuncién del sistema inmune,
inflamacién y ulceracion del tracto gastrointestinal, y la pérdida del cabello B la
eficacia de la quimioterapia esta limitada a una inadecuada concentracion de la droga
en el tejido tumoral y/o a los efectos tdxicos en tejidos normales **°. La baja
solubilidad en agua es también una limitante que tienen muchas farmacos
anticancerigenos para una dptima aplicacién clinica 16,
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1.2.1. Farmacos estabilizadores de Microtubulos. Taxanos: Paclitaxel y
Docetaxel.

Una clase de farmacos comunmente usados en el tratamiento del cancer de mama son
los agentes estabilizadores de microtubulos, también conocidos como inhibidores de
microtdbulos'. Estos agentes, inducen la apoptosis celular, y son los
quimioterapéuticos mas ampliamente usados para el tratamiento de varios tipos de
cancer V.

Los microtubulos cumplen un rol central en la divisidon celular y en otras funciones
celulares relevantes, y por lo tanto constituyen un importante blanco en el desarrollo
de farmacos anticancerigenos. El mecanismo de accién primario de los taxanos es el de
promover el ensamblaje de la tubulina en microtubulos estables, inhibiendo su
despolimerizacion. Este mecanismo de accién empleado por los taxanos, es distinto al
empleado por otros agentes antimicrotubulos, los cuales previenen el ensamblaje de

los mismos 8.

El Paclitaxel (PTX) y el Docetaxel (DTX) son farmacos antimitdticos que pertenecen a la
familia de los taxanos. Tanto el PTX como el DTX son efectivos contra un amplio rango
de malignidades como: cancer de mama, cancer de pulmén de células no pequefias,
cancer de préstata, cancer gastrico y cancer de cabeza y cuello % |as tasas de
respuesta observadas en tratamientos de cancer de mama de primera linea con estas
farmacos, estan entre un 25y 69 % ™.

Pese a lo anterior, los taxanos son altamente hidrofébicos. Esta propiedad
fisicoquimica influye negativamente en sus aplicaciones clinicas. La toxicidad
inespecifica de los taxanos sobre drganos normales, conduce a la aparicion de efectos
adversos en pacientes (depresién de la medula ésea, reacciones de hipersensibilidad,
neutropenia febril, enfermedad gastrointestinal y toxicidad a la piel) *°.

El DTX fue descubierto en la década del 80’ por Pierre Potier, en el marco de una
investigacion destinada a mejorar la produccion de taxol. El DTX fue preparado por
semisintesis a partir de un compuesto precursor inactivo aislado de las agujas del arbol
de tejo europeo, Taxus Baccata 2122

El DTX posee un amplio espectro de actividad antitumoral y caracteristicas preclinicas
Unicas comparadas con otros agentes quimioterapéuticos, incluyendo el PTX. Aunque
el DTX tiene un mecanismo de accion antitumoral similar al del PTX, el DTX posee una
afinidad por el sitio de unidn a los microtibulos considerablemente mayor *%. En
varias lineas celulares (murinas y humanas), se ha encontrado que el DTX exhibe una
citotoxicidad de 1.3 a 12 veces mayor en comparacion con la del PTX. Estudios in vivo
con modelos tumorales murinos y xendgrafos mostraron un patrdn similar. Ademas, a
diferencia del PTX, el DTX exhibe una farmacocinética lineal, y debido a las diferencias
en el eflujo de farmacos, el DTX permanece retenido intracelularmente por un periodo
de tiempo mayor 18

El DTX es estructuralmente similar al PTX excepto por el éster de tert-butilo carbamato
de la cadena lateral del propionato de fenilo y del grupo funcional hidroxilo en el
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carbono 10 (Figura 1A). Debido a su estructura quimica, el DTX es mas soluble en agua
que el paclitaxel **.
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Figura 2. Estructuras quimicas de las moléculas de DTX y PTX. Los grupos quimicos presentes en las
moléculas de DTX y PTX que son distintos entre si, estan marcados con circulos y flechas. Imagen
adaptada de Zhang y colaboradores 2

La accién antitumoral del DTX radica en la hiperestabilizaciéon de los microtubulos,
donde el DTX se une preferencialmente a la subunidad beta de la tubulina en los
microtubulos y promueve el ensamblaje de la tubulina en microtibulos estables,
mientras que simultdneamente impide su despolimerizacion 192122

La formacién de microtubulos estables corrompe el equilibrio dindmico normal entre
polimerizacién y despolimerizacién dentro del sistema de microtubulos, que conduce
al bloqueo del ciclo celular en la fase G2/M y posteriormente a la muerte celular 2021
Ademas de inhibir la despolimerizacién de los microtubulos, el DTX induce la expresion
de numerosos genes involucrados en procesos celulares. Por lo tanto el docetaxel

muestra una actividad antitumoral significante contra un amplio espectro de tumores
18,21

Si bien el DTX es mas soluble que el PTX, ambos taxanos presentan una solubilidad en
agua extremadamente baja, de 7 pg/mL y de 1 ug/mL para el DTX y el PTX,
respectivamente. La formulacién de estos agentes, esta basada en mezclas de
surfactantes y co-solventes 20 Actualmente, la Unica formulacién comercial disponible
de DTX es el Taxotere® (Sanofi-Aventis, Bridgewater, NJ, USA), la cual esta compuesta
por 40 mg/mL de DTX y 1040 mg/mL de Tween 80 (polisorbato 80). Previo a su
administracion se requiere de una dilucién adicional con 13% de etanol 2.

Las soluciones pre-mezcladas son estables por 8 horas a temperatura ambiente o bajo
refrigeracion, en tanto que la solucién de administracién es estable por 4 horas a
temperatura ambiente. Estas soluciones se almacenan durante un corto tiempo
debido al riesgo potencial de que se precipite la solucién de administracion. La
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precipitacion de la soluciéon de administracién puede darse debido a factores tales
como la insuficiente mezcla de las soluciones, temperatura, y excesiva agitacion 21

Los efectos adversos causados por el DTX han opacado su uso clinico. En primer lugar,
el DTX al igual que la mayoria de los agentes quimioterapéuticos, se distribuye por el
cuerpo de manera inespecifica. En segundo lugar, como se menciond anteriormente, el
DTX a ser administrado se solubiliza por medio del empleo de sustancias nocivas para
el organismo (Tween 80y etanol) *"%.

Asi, a pesar de su amplio uso en el tratamiento de varios tipos de cancer, el Taxotere
estd asociado con serios efectos adversos, incluyendo reacciones de hipersensibilidad
aguda, retencion de fluidos acumulativa, neurotoxicidad, toxicidad
musculoesquelética, neutropenia febril, toxicidad en las ufias, mialgia, estenosis del
ducto nasolacrimal y astenia 172021 Estudios de fase Il del Taxotere en el tratamiento
de varios tumores sélidos mostraron que los efectos adversos mas frecuentes fueron:
alopecia (81%), leucocitopenia grado IlI-IV, leucocitopenia de corta duracidon (66%),
reacciones en la piel (52%), y reacciones de hipersensibilidad (26%) 21

1.3. Sistemas de entrega de farmacos. Nanotecnologia y Nanomedicina.

Lograr que los agentes quimioterapéuticos alcancen una concentracion local adecuada
en el sitio del tumor, y que al mismo tiempo minimicen los efectos adversos causados
por su inespecificidad, constituyen la principal restriccion de la medicina
contemporanea. Para ello, se requiere del desarrollo de nuevas formulaciones
denominadas sistemas de liberacién de farmacos (“drug delivery systems”) 172>,

Las propiedades clave que deben de tener los sistemas de entrega de droga son:
biocompatibilidad, estabilidad en el torrente sanguineo y posibilidad de incrementar la
dosis acumulada en el tumor. La estabilidad de estos sistemas en la circulacidn puede
mejorarse por medio de estrategias que minimicen la unidn de proteinas, y de esta
forma evadir el sistema inmune. Una estrategia comin empleada con la finalidad de
incrementar el tiempo de circulacién de los sistemas de entrega de droga, es el
recubrimiento con polietilenglicol (PEG). El incremento del tiempo de circulacién
puede conducir a un incremento de la acumulacién tumoral por el efecto “EPR”, del
cual se hablard en la seccion 1.3.2. 2.

La nanotecnologia ofrece la posibilidad de crear sistemas de entrega de farmacos, con
el fin de reducir los efectos adversos no deseados (de la administracidon sistémica de
farmacos), incrementar la acumulacion tumoral y mejorar la eficacia de los
tratamientos 2.

A través del desarrollo de la nanotecnologia, los nanomateriales disefiados para
trabajar como sistemas de entrega de farmacos, estdn siendo cada vez mds usados en
el campo de la nanomedicina (término que resulta de la conjuncion de la
nanotecnologia y la medicina) °.

14



“Sintesis, caracterizacion y evaluacién bioldgica de nanosistemas dendriméricos para | 2015
el tratamiento del cancer de mama”

Las nanoparticulas son materiales con tamanos que van entre 10 y 1000 nm, cuyas
propiedades fisicoquimicas cambian respecto a los materiales de tamafio macro de la
misma composicion. Tales propiedades hacen que las nanoparticulas sean de gran
atractivo para desarrollos comerciales y médicos *’.

Se han desarrollado nanoparticulas con la finalidad de ser empleadas para la entrega
de farmacos convencionales, proteinas recombinantes, vacunas y acidos nucleicos. Las
nanoparticulas presentan un tamafo similar al de muchas moléculas biolégicamente
relevantes °. Las nanoparticulas estan compuestas, por lo general, por componentes
no téxicos, biodegradables y con capacidades de carga variables que dependen del tipo
de nanosistema. Tienen un pequefio tamafio de particula, exhiben una circulacién
prolongada, y pueden ser dirigidos a los sitios de accién requeridos en el cuerpo. Las
principales ventajas de las nanopreparaciones es que pueden mejorar la entrega de
farmacos con caracteristicas de solubilidad y estabilidad adversas, reducir la
acumulacién no especifica y toxicidad de las farmacos, mejorar la farmacocinética y la
biodisponibilidad, e incrementar las concentraciones locales de farmaco en los tejidos
blanco %.

Los nanosistemas son capaces de modificar las propiedades fisicoquimicas de los
compuestos asociados (como por ejemplo: potenciar la solubilidad acuosa y mejorar el
indice terapéutico) ». La toxicidad de una droga puede reducirse a través de la
conjugacién de una pro-droga de activacion local a la superficie de nanoparticulas, o
por su encapsulacién también en nanoparticulas **. Para la entrega de agentes
terapéuticos dirigidos a tumores, varios tipos de nanosistemas pueden ser empleados:
micelas, liposomas, dendrimeros, nanotubos de carbono, nanocristales, nanoparticulas
poliméricas y otros 2.

1.3.1. Patofisiologia de la vasculatura tumoral.

Un rasgo caracteristico de la patofisiologia tumoral esta constituido por el endotelio de
los vasos sanguineos tumorales, el cual es defectuoso, , existiendo espacios entre las
células endoteliales **°. Los vasos sanguineos tumorales estan cadticamente
ramificados, estan presentes en altas densidades, tienen la caracteristica de ser
inmaduros y se encuentran dilatados 19

Los espacios intercelulares presentes en el endotelio de los vasos sanguineos no solo
influyen en el ambiente interno de los tumores (y tal vez en la tasa de angiogénesis),
sino que también gobiernan el acceso de las terapias con anticuerpos, vectores de
terapia génica y sistemas de liberacién de farmacos, a las células tumorales %°.

La mayoria de los vasos tumorales tienen didmetros irregulares y un patrén de
ramificacién anormal, que no entra en la clasificacién habitual de arteriolas, capilares,
y vénulas. Los vasos tumorales, al igual que los vasos normales, presentan células
endoteliales, pericitos y membrana basal. Sin embargo, estos componentes presentan
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anormalidades. Las células endoteliales no forman una monocapa normal, y por lo
tanto, no cumplen adecuadamente con su funcién de barrera, estan desorganizadas y
presentan formas irregulares. Las células endoteliales de algunos vasos tumorales se
solapan unas con las otras, proyectandose hacia el lumen. Las células también tienen
interconexiones flojas y aperturas intercelulares puntuales. Dichas aperturas son
probablemente las responsables de la mayor parte de los agujeros de la vasculatura
tumoral. La membrana basal, si bien estd presente en la vasculatura tumoral, su
asociacion con células endoteliales y pericitos es fragil, y consiste de multiples capas
gue son redundantes 2,

1.3.2. Efecto “EPR” y Nanomedicina.

El propdsito de un vehiculo es aumentar la especificidad de la droga a los tumores. En
tumores sodlidos, los vehiculos de tamafio nanométrico pueden ingresar a los tumores
pasivamente por medio del efecto “EPR” (del inglés “enhanced permeability and
retention effect” que significa efecto de la permeabilidad y retencién) %. Este efecto es
resultado de la patofisiologia de la vasculatura tumoral, explicada en la seccidon
anterior.

Las nanoparticulas que circulan en el torrente sanguineo no podran extravasar a la
mayor parte de los tejidos (a excepcidén del sistema reticuloendotelial (RES) del
higado), pero si podrén extravasar a los tejidos tumorales (Figura 2). Como el drenaje
linfatico en el tejido tumoral es poco eficiente, lo que representa un “callejon sin
salida” biolégico para las nanoparticulas, las nanoparticulas se acumulan de forma
pasiva %, Uno de los resultados mas importantes que surgen del empleo de los
sistemas de entrega de droga basados en nanoparticulas, es el de disminuir los efectos
no deseados de los quimioterapéuticos inespecificos (moléculas terapéuticas
pequefias estandar), debido a una mejora en la especificidad y la eficacia antitumoral.
Estos sistemas de entrega de droga o nanosistemas para el tratamiento de tumores
solidos, estan alcanzando su aplicacidn clinica 19,30,

Dos ejemplos de nanosistemas aprobados clinicamente para el tratamiento de
tumores sélidos son Doxil® y Abraxane®. El Doxil, es una nanoformulacién de
Doxorubicina convencional, aprobada para el tratamiento del sarcoma de Kaposi.
Abraxane® es una nanoformulacién de Paclitaxel aprobada para el tratamiento del
cancer de mama metastasico. Ambos nanosistemas mejoran los perfiles de seguridad,
debido a la eliminacién de los excipientes irritantes tales como P80 (Polisorbato 80) o
Cremophor (Taxotere y Taxol, respectivamente) y a la reduccién de la biodistribucion

no especifica en tejidos sensibles (ejemplo: reduccion de la cardiotoxicidad con Doxil®)
19
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Figura 2. Efecto de permeabilidad y retencion (“EPR”). Debido a la presencia de espacios en la
vasculatura en el microambiente tumoral y a un drenaje linfatico ineficiente, el efecto “EPR” se observa
para nanopreparaciones con distribuciones de tamafno de hasta 400 nm. Imagen adaptada de Patel y
colaboradores *'.

1.3.3. “Drug Delivery” o entrega dirigida de Docetaxel (DTX).

Con el fin de incrementar la captacion de docetaxel por los tejidos tumorales, mejorar
el indice terapéutico y reducir la aparicion de efectos adversos en los tejidos normales,
se estan empleando estrategias para la entrega dirigida de Docetaxel *'. Estas
estrategias incluyen el uso de liposomas, ciclodextrinas, NPs poliméricas, conjugados
polimero-droga, micelas, dendrimeros, y NPs inorganicas 2.

El “targeting” o direccionamiento de una droga puede clasificarse dentro de dos
categorias: “targeting” pasivo y “targeting” activo. El “targeting” pasivo depende del
efecto “EPR”, que se refiere a la acumulacién de agentes macromoleculares y
nanovehiculos en tejidos tumorales sélidos, los cuales tienen caracteristicas
patofisiolégicas uUnicas, como fue descrito en las secciones anteriores, incluyendo una
amplia angiogénesis, hipervasculatura, arquitectura vascular defectiva, y drenaje
linfatico defectuoso *.

El “targeting” activo depende primero del efecto “EPR”, a través del cual el
nanosistema se acumula en los tumores, y segundo, de la interaccién especifica del
nanosistema con las células tumorales a través de uniones antigeno-anticuerpo o
ligando-receptor 21

Debido a las propiedades de las nanoformulaciones desarrolladas, como tamano
nanométrico Unico y alta relacién superficie-volumen, la nanotecnologia juega un rol
importante en la entrega de DTX. En primer lugar, la solubilidad en agua del DTX puede
mejorarse significativamente por medio de su conjugacién a nanomateriales o
encapsulacion en nanovehiculos. Ademas, los nanovehiculos pueden proteger al DTX
del medio que los rodea, modificando sus propiedades farmacocinéticas y
conduciendo a una mejor eficacia terapéutica. Las nanoformulaciones administradas
por via intravenosa, protegen al DTX de la accidon enzimatica y evitan su rdpida
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eliminacidon por el sistema renal. De este modo, el tiempo del nanosistema en
circulacidon se prolonga, y la oportunidad de que se acumule en el tumor aumenta.
Ademas, los nanovehiculos pueden escapar de las paredes agujereadas de la
vasculatura tumoral y acumularse en los tejidos tumorales, que frecuentemente
carecen de un drenaje linfatico efectivo, a través del efecto “EPR”. Otros tejidos con
paredes endoteliales agujereadas, higado y bazo, cominmente contribuyen a la
captacién de los nanosistemas. La residencia de los macréfagos en estos tejidos es la
responsable de la pérdida de la mayoria de los nanosistemas inyectados 2

La modificacidn de la superficie de los nanovehiculos con PEG (polietilenglicol), reduce
su captacion por el sistema reticulo endotelial, y por lo tanto prolonga el tiempo de
circulacién. El direccionamiento activo, a través de la modificacion superficial de los
nanovehiculos con ligandos especificos, puede incrementar la acumulacién selectiva
del DTX en los tumores.

De esta forma, por medio de la aplicacién de los sistemas de entrega de farmacos
nanotecnoldgicos, los efectos adversos y la toxicidad sistémica del DTX pueden
reducirse, al mismo tiempo que ocurre una mejora significativa de la eficacia
terapéutica. %

1.3.4. Nanoformulaciones basadas en PTX y DTX.

A pesar de los progresos que se han hecho en cuanto al desarrollo de nanosistemas de
entrega de DTX, el Taxotere sigue siendo la Unica formulacién comercial disponible
para su uso clinico. Las nanomedicinas aprobadas por la FDA (“Food and Drug
Administration”) estan resumidas en la Tabla 1. La mayoria de las investigaciones
actuales siguen estando en fase de laboratorio. No obstante, varias nanomedicinas con
DTX estan en ensayos clinicos y se espera que lleguen al mercado .

Si bien los nanosistemas aprobados por la FDA para su uso clinico poseen un alto
potencial de incrementar la biodisponibilidad, la solubilidad de la droga, el
direccionamiento activo, entre otros, aun existen barreras y desafios por resolver.
Algunos de estos desafios son el de la seguridad, problemas en la manufactura y
control de calidad de las nanoformulaciones. Se requiere, por lo tanto, de mayores
investigaciones para que las nanoformulaciones de DTX lleguen a la clinica y se
apliquen comercialmente 1321

Aunque hasta el momento no se dispone de ninguna nanoformulacién para la entrega
de DTX (aprobada por la FDA), se dispone de una nanoformulacién para la entrega de
PTX, Abraxane® (American BioScience, Inc., Santa Monica, CA). Abraxane® es un
nanosistema formado por PTX asociado a albdmina (=130 nm), que fue aprobado para
el tratamiento del cancer de mama metastasico.
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Plataforma Clase droga d (nm) razén droga/vehiculo Problema asociado

Brentuximab  ADC Monometil ~10 <8 La Monometil auristatina es muy

vedotin auristatina E B toxica para emplearla en su forma
libre

Trastuzumab  ppc Mertansina =10 <8 La Metarsina es muy toxica para ser

emtansine empleada en su formalibre

Doxil Liposoma  povorubicina 100 10.000-15.000 Toxicidad de la drogay efectos
adversos cardiacos

DaunoXome Liposoma  paunorubicina 50 -10.000 Toxicidad de la drogay efectos

' adversos cardiacos

Margibo Liposoma Vincristina 100 =10.000 Toxicidad de Ia, drogay efectos
adversos cardiacos

Abraxane Carrier Paclitaxel 130 ~10.000 Superalamuy baja solubilidad del

proteico paclitaxel

Tabla 1: Lista de nanomedicinas aprobadas por la FDA (“Food and Drug administration”). ADC es la
clase de anticuerpos conjugados a drogas. Imagen adaptada de Dawidczyk et al B,

Una nanoformulacién que actualmente estd en ensayos clinicos para su aplicacién en
cancer de pulmdén de células no pequefias, cdncer de ovario recurrente y céncer
colorectal, es Opaxio™ (CT-2103, Cell Therapeutics, Inc., Seattle, WA). Opaxio'™ es un
conjugado de PTX y poli- acido glutamico %°.

1.4. Dendrimeros.

Los polimeros sintéticos pueden dividirse en cuatro clases de estructuras: lineales,
reticuladas, ramificadas, y dendriticas. Las primeras tres estructuras poliméricas se han
estudiado ampliamente. La cuarta clase comprende los dendrimeros y sus derivados.
Estas estructuras difieren de los polimeros lineales tipicos ya que su arquitectura es
extremadamente precisa y controlada 32,

Los dendrimeros son una clase Unica de polimeros sintéticos que fueron reportados
por primera vez por Vogtle y colaboradores en 1978 %32, E| término “dendrimero”
qgue deriva de “dendron”, que en griego significa “arbol” y de “meros” que significa
“parte” 32, describe la arquitectura de esta clase emergente de polimeros
macromoleculares caracterizados por sus estructuras tridimensionales regulares y

I 21,32
ramificadas 2+,

Los dendrimeros han sido ampliamente estudiados como agentes de entrega de
farmacos tanto hidrofdbicos como hidrofilicos, acidos nucleicos y como agentes de
imagenologia. Los dendrimeros poseen propiedades que los hacen atractivos para
estas aplicaciones. Estas propiedades son: tamafio y peso molecular bien definido,
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monodispersion, multivalencia, numero de cavidades internas disponibles, alto grado
de ramificacién, y alto nimero de grupos funcionales de superficie **>*2,

Las farmacos pueden encapsularse en los espacios vacios entre las ramificaciones, o
bien conjugarse a los grupos funcionales de superficie de los dendrimeros de manera
covalente o no covalente .

Un dendrimero tipico consiste de tres componentes: un “core” iniciador (también
llamado “core” focal), una capa interior (generaciones) compuesta de unidades
repetidas radialmente enlazadas al “core” iniciador, y multiples grupos funcionales de
superficie 223932,

La sintesis de los dendrimeros puede llevarse a cabo por métodos divergentes o
convergentes, dependiendo de la direcciéon de la sintesis 21,30

El método divergente de sintesis de dendrimeros, introducido por Tomalia, procede a
partir del “core” central y continda hacia la periferia, mientras que el método
divergente, desarrollado por Hawker and Fréchet, procede a partir de la superficie en
direccién al “core” interior *%.

El nimero de grupos de superficie de un dendrimero depende del nimero de ciclos de
ramificacién, los tamafios de los dendrimeros se expresan en numero de
ramificaciones o generaciones. Por lo tanto un dendrimero con dos ciclos de
ramificacién, es un dendrimero de generacién 2 (G2). Un dendrimero con dos ciclos y
medio de ramificacidon (terminal), se conoce como dendrimero de media generacién
(G2.5) %2,

Los dendrimeros pueden disefiarse de forma versatil, mediante la eleccién de grupos
de superficie que reduzcan su citotoxicidad, potencien el transporte transepitelial y
promuevan su interaccion con moléculas acopladas tales como sondas fluorescentes.
Los grupos quimicos en la superficie de los dendrimeros, pueden funcionalizarse
facilmente con un amplio rango de grupos quimicos biolégicamente relevantes, que los
hace ideales en aplicaciones de entrega de farmacos 2*°%*. Las propiedades de
superficie pueden controlar también el “clearance” y la biodistribucion de los
dendrimeros en el cuerpo *.

Los dendrimeros poseen rasgos unicos comparados con los polimeros lineales,
ramificados y entrelazados, que son las siguientes:

a) peso molecular uniforme 233435
b) arquitectura tridimensional 2

c) con el incremento del numero de generacién, el tamafio y el didmetro incrementan
sistematicamente también 25,
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d) un volumen hidrodindmico mas pequefio y volumen molecular mas bajo en
comparacion con polimeros lineales de pesos moleculares similares. Los dendrimeros
se caracterizan por tener relaciones superficie/volumen enormes que pueden alcanzar
hasta 1000 m?/g 2%,

e) los grupos periféricos determinan la solubilidad de los dendrimeros 2%3?,

f) la estructura de los dendrimeros de generaciones mds altas (con superficies
densamente empaquetadas y cavidades internas) confiere la posibilidad de encapsular
varias moléculas huésped pequefias debido al espacio flexible que se crea dentro de
las cavidades de los bloques de construccidn dendritica 2

g) los dendrimeros de generaciones mas altas, a pesar de la gran cantidad de grupos
periféricos, no presentan enredo de cadenas que es una caracteristica clara de los
polimeros lineales ».

El tipo de “core” iniciador determina la forma del dendrimero. Por ejemplo, los
dendrimeros con “core” de amonio son esféricos, mientras que los dendrimeros de
alquilenamina presentan forma elipsoidal. Las propiedades macroscopicas de los
dendrimeros estdn definidas también por los grupos funcionales periféricos (los cuales
pueden reaccionar con el medio externo a la molécula) 2,

Una excelente uniformidad estructural, multivalencia, arquitectura molecular bien
definida, solubilidad en agua, alto grado de ramificacion y composicion quimica
variable, son propiedades que hacen que los dendrimeros posean rasgos unicos los
cuales contribuyen a un interés intensificado en este campo >°.

1.4.1. Dendrimeros de poliamidoamina (PAMAM).

Los dendrimeros de poliamidoamina (PAMAM), constituyen la primer familia de
dendrimeros que fue sintetizada, caracterizada y comercializada 223637 | a molécula
gue forma el “core” puede ser de amonio o de etilendiamina (EDA). La sintesis de los
dendrimeros de poliamidoamina a partir de un “core” de EDA consiste en dos etapas:
una primera etapa de adicidon de moléculas de acrilato a una molécula de EDA, seguida
por una etapa de amidacion con etilendiamina. Esta reaccién resulta en la obtencién
de la generacién cero (GO) de dendrimero (Figura 3). Esta generacidon posee cuatro
grupos amino libres que pueden reaccionar con mondmeros de acrilato y moléculas de
etilendiamina para dar lugar a dendrimeros de generaciones G mayores (Figura 3) .
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Figura 3. Esquema de la sintesis de dendrimeros PAMAM a partir de una molécula de EDA. Imagen
adaptada de Sadekar y colaboradores 38

Los dendrimeros PAMAM de generacién completa tienen grupos amino terminales,
mientras que los de media generacion, tienen grupos carboxilo terminales. Los
dendrimeros de generacién completa tienen una alta densidad de grupos cargados
positivamente, siendo ideales para la entrega de acidos nucleicos (por ejemplo RNA de
interferencia o DNA), mientras que los de media generacién tienen multiples cargas
negativas 28,

Las generaciones de dendrimeros PAMAM (GO a G10), estdn disponibles
comercialmente como una solucién en metanol o agua. Las propiedades fisicas de los
dendrimeros cambian de acuerdo al nimero de generacion. El diametro de las
moléculas dendriticas incrementa de forma lineal con el incremento de la generacién
de dendrimero. El nUmero de grupos terminales se duplica con cada generacién de
dendrimero. Las relaciones entre nimero de generacion y peso molecular, didmetro y
ndmero de grupos de superficie estan representadas en la Tabla 2 %°.

Cuanto mayor y mas ramificado es el dendrimero, su forma se asemeja mas a una
estructura globular. Cuando el nimero de generacién de dendrimero se incrementa, el
empaguetamiento de sus ramas también lo hace. En cierto punto, debido a la falta de
espacio, los dendrimeros no pueden seguir creciendo. Este estado es conocido como
“efecto starbust”. Este efecto se observa en dendrimeros PAMAM a partir de la
generacion 10 %,

Los dendrimeros PAMAM se asemejan en tamafio y contorno a algunas proteinas
globulares basicas. Por ejemplo, los dendrimeros de generaciones tres, cuatro y cinco,
se asemejan en tamafio y forma a la insulina, citocromo C y hemoglobina,
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respectivamente. Ademas, algunos grupos funcionales encontrados ampliamente en
las proteinas, estan también presentes en los dendrimeros PAMAM (amino, carboxilo,
hidroxilo). De manera similar a las proteinas, los dendrimeros pueden adoptar
conformaciones nativas (mdas apretadas) o desnaturalizadas (extendidas). Estas
conformaciones dependen de la polaridad, fuerza idnica y pH del solvente. Los
dendrimeros de GO a G2, poseen una forma altamente asimétrica y tienen una
estructura mds abierta que los dendrimeros de generaciones mas altas 2,

Parametros fisicos y estructurales

Peso Molecular  Diametro(A) Grupos

Generacion (Daltons) Superficiales
Go 517 15 1
Gl 1430 22 ~
G2 3256 20 16
G3 6909 36 32
G4 14215 15 64
G5 28826 54 128
Go6 58048 67 256
GT 116493 81 512
G8 233383 07 1024
(

N 467162 114 2048
G10 0934720 135 1096

Tabla 2. Parametros fisicos y estructurales de los dendrimeros PAMAM. El didmetro de las
generaciones de dendrimeros PAMAM esta expresado en Armstrong (A). Imagen adaptada de Szymanski
y colaboradores >,

1.4.2. Nanomedicinas basadas en dendrimeros

Actualmente no se cuenta con ninguna nanoformulacién de aplicacién clinica de DTX
basada en dendrimeros. Un estudio preclinico llevado a cabo por Sylvania Platinum Ltd
(Hamilton-Bermuda) de dendrimeros-DTX, mostré una mejora en la solubilidad en
agua, el tiempo de circulacidn, y la eficacia en el tratamiento del cancer de mama en
comparacion con el Taxotere. Esta nanoformulacién fue aprobada para continuar con
ensayos clinicos de fase I/11 2.

Se ha desarrollado un nanoconjugado dendritico con P80, anclado a dendrimeros de
polipropilenimina (PPI) para la entrega de DTX a tumores cerebrales. Los dendrimeros
DTX-P80-PPI, en comparacién tanto con DTX y la nanoformulacién DTX-PPI, mostraron
una mejora de la eficacia antitumoral y de la penetracién a estos tumores *°.

En este trabajo nos proponemos estudiar dos tipos de dendrimeros PAMAM:
dendrimeros PAMAM G4 y dendrimeros PAMAM G4.5, como potenciales agentes de
entrega de DTX en cancer de mama. Los primeros, poseen grupos amino de superficie,
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mientras que los segundos poseen grupos carboxilo. En la Figura 4 se muestra una
representacion esquematica de ambos tipos de dendrimeros, tamafio, peso molecular
y numero de grupos de superficie.

Tamafio(nm) =4,5 =54
Peso Molecular 14.215 26.251,86
(Da)
Grupos quimicos Amino, 64 Carboxilo, 128

de superficie,
Numerode grupos

Figura 4: Representacion esquematica y caracteristicas fisicoquimicas de dendrimeros PAMAM G4 y
dendrimeros PAMAM G4.5 (Sigma- Aldrich Co.).

Previo al desarrollo de nanosistemas dendriméricos para la entrega de DTX, es
necesario conocer como interaccionan estos dendrimeros a nivel in vitro e in vivo. Es
importante conocer si son captados por células de tumor mamario y por un modelo
animal con tumor mamario. Nuestro grupo ya ha trabajado con dendrimeros PAMAM
G4 y estudiado su interaccion con cultivos primarios de células miometriales humanas.
Para ello, los dendrimeros fueron conjugados covalentemente con el fluoréforo FITC
(Fluoresceina Isotiocianato), y el nanosistema dendrimérico desarrollado, dendrimero
PAMAM G4-FITC, caracterizado fisicoquimicamente 0
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2. Objetivo

Desarrollo, caracterizacion y evaluacién in vitro e in vivo de nanosistemas basados en
dendrimeros PAMAM, como potenciales vehiculos para la entrega de DTX en tumores
mamarios.

2.1. Objetivos especificos

1. Estudiar la captacién de dendrimeros PAMAM G4 en células de tumor mamario
murino y humano, asi como también la biodistribucién y la captacion a nivel
tumoral en cortes histoldgicos de ratones BALB/c con tumor mamario.

2. Evaluar la citotoxicidad de dendrimeros PAMAM G4 y dendrimeros PAMAM
G4.5 en células tumorales.

3. Conjugar (covalentemente) dendrimeros PAMAM G4.5 con FITC, estudiar su
citotoxicidad, y la captacion in vitro e in vivo de estos dendrimeros en células
tumorales y en tumores de ratones BALB/c con tumor mamario.

4. Encapsular Docetaxel (DTX) en dendrimeros PAMAM G4.5, cuantificar vy
caracterizar el nanosistema dendrimero PAMAM G4.5-DTX obtenido y evaluar
su eficacia antitumoral en células tumorales.

3. Materiales y Métodos

3.1. Estudio de la captacion intracelular de dendrimeros PAMAM G4-
FITC por células 4T1 y MDA-MB-231.

Para estudiar la captacidon de los dendrimeros PAMAM GA4-FITC, primeramente las
células 4T1 6 MDA-MB-231 se decolaron con Tripsina- EDTA termostatizada a 37°Cy
5% de CO,. Las células se resuspendieron en 10 mL de RPMI con 5% de SFB y 100 U/L
penicilina/100 g/L estreptomicina, y se pasaron a un tubo de centrifuga. Las células se
centrifugaron a 800 rpm por 5 minutos. El sobrenadante se retird y el pellet se disocié
mecanicamente y se resuspendié en 5 mL de medio de cultivo completo hasta la no
visualizacion de grumos o acumulos celulares. El nimero de células se calculé por
conteo en camara de Neubauer.

Se colocaron 5 x 10° células 4T1 o0 1,5 x 10° células MDA-MB-231 sobre cubreobjetos
dispuestos en placas de 6 pocillos. Los pocillos se completaron con 2 mL de medio de
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cultivo. Al cabo de las 24 h de incubacidn en estufa a 37°C y 5% de CO,, se agregaron
dendrimeros PAMAM G4-FITC ([PAMAM GA4-FITClfina= 1 pg/mL) a los pocillos
correspondientes (a excepcion de los pocillos control de cada linea celular), y las
células se incubaron por 24 h. Al término de este tiempo, las células se lavaron 3 veces
con PBS 1x y se fijaron 15 minutos a 4°C con PFA (paraformaldehido) 3 %. Las células se
lavaron 3 veces con PBS 1x e incubaron 10 minutos con 1 pg/mL de DAPI (Sigma-
Aldrich Co.). Las células sobre los cubreobjetos se montaron colocando una gota de
medio de montaje (ProLong Antifade Kit (P7481) de Molecular Probes-Invitrogen)
sobre los portaobjetos. Las muestras se observaron al microscopio laser confocal
(MLC), por medio del empleo de los laseres 488 nm para la observacion de los
dendrimeros PAMAM G4-FITC, y 405 nm para la observacidon del DAPI (marcador de
nucleo celular).

3.1.1. Marcacion de dendrimeros PAMAM G4 con ?°mT¢c(CO)3.

Se eluyd el generador de **™Tc y se agregaron al kit de tricarbonilo (IsoLinkTM

Carbonyl Labeling Agent), 5-30 mCi (1 mL aproximadamente) de actividad. El agregado
de actividad al kit se realizé por medio de jeringa, de manera de evitar la incorporacién
de oxigeno al vial. La mezcla se colocd en un bafio a 100°C y se incubé por 30 minutos.
Se dejo enfriar y posteriormente se le agregd una cantidad suficiente de HCI 0,1 M
para llevar el pH a 7 (aprox. 500 uL). Se agregaron 500 pL de **™Tc(CO); a 1 mg de
dendrimeros PAMAM G4 (Sigma- Aldrich Co.). Al cabo de 15-30 minutos de reposo, se
agregd 1 mL de NaCl 0,9%. Como con el agregado de dendrimeros PAMAM G4, el pH
aumento a 10-11, se ajustd pH hasta pH neutro.

3.1.2. Biodistribucion de dendrimeros PAMAM G4-22mT¢(CO)3 en ratones
BALB/c normales y ratones BALB/c con tumor mamario.

Los estudios de biodistribucion se realizaron empleando ratones BALB/c normales y
portadores de tumor mamario (inducido con células 4T1) de 8 semanas de edad. Los
tumores de mama se obtuvieron por medio de la inyeccidn de 7 x 10° células 4T1 en la
grasa mamaria derecha. Para los experimentos se emplearon ratones con tumor de
mama con diez dias post-inyeccidn de células tumorales.

En ambos casos, se inyectaron 50 pL de dendrimeros PAMAM G4->°"T¢(CO)s por via
intravenosa a través de la vena de la cola. Los animales fueron sacrificados por
dislocacion cervical a las 24 h post- inyeccién de dendrimeros PAMAM G4->™T¢(CO)s.
Tanto el tumor como los tejidos y érganos de interés fueron extirpados, pesados y su
actividad fue medida en un contador de centelleo sdlido (ORTEC). La actividad captada
en los tejidos normales y tejido tumoral fue expresada como porcentaje de actividad
inyectada (% actividad) y porcentaje de actividad inyectada por gramo (% actividad/g).
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3.1.3. Estudio de captacion tumoral de dendrimeros PAMAM G4-FITC en
ratones BALB/c con tumor de mama inducido con células 4T1.

Para estudiar la captacion de los dendrimeros PAMAM G4 por las células del tejido de
tumor de mama, se inyectaron 9,8 mg/kg de dendrimeros PAMAM G4-FITC por via
intravenosa a través de la vena de la cola. Los dendrimeros PAMAM G4-FITC se
prepararon de acuerdo a Oddone y colaboradores 0 A las 24 h post-inyeccion de
dendrimeros PAMAM G4-FITC, los ratones se sacrificaron por dislocacién cervical, y se
procedid a la extirpacion del tumor de mama. El tumor se corté en pedazos pequeiios
de aproximadamente 1 cm x 1 cm, se fijé con PFA 3% y crioprotegidé con sacarosa 15%
y 30%, respectivamente. Una vez crioprotegidas, las muestras se incubaron con
sacarosa 30% y medio de congelamiento tisular (Jung) en una relacién 1:1 por 1 h y
luego con medio de congelamiento por el mismo periodo. Finalmente se procedié al
armado del bloque, colocando la muestra en un molde embebido en medio de
congelamiento. La muestra se guardd a - 20°C hasta su solidificacién. Una vez
solidificado el bloque, se realizaron cortes por cridstato (Slee Mainz 2 Cryostat Mev) de
5 um de espesor. Los cortes se analizaron por MLC, empleando los ldseres 405 nm y
488 nm para la observacion de los nucleos celulares y dendrimeros PAMAM G4-FITC,
respectivamente.

3.2. Estudio de citotoxicidad de dendrimeros PAMAM G4 y dendrimeros
PAMAM G4.5 en células 4T1, MDA-MB-231y BJ.

La evaluacién de la viabilidad celular y citotoxicidad de los dendrimeros PAMAM G4 y
los dendrimeros PAMAM G4.5 in vitro, se realizdé empleando células de tumor
mamario murino 4T1, células humanas de tumor mamario humano MDA-MB-231, y
una linea celular de fibroblastos humanos provenientes de piel normal BJ (ATCC). Estos
estudios se realizaron mediante el ensayo de MTT, de acuerdo al método descrito por
Mosmann, 1983 *'.

Se procedié a sembrar 5 x 10 células 4T1 y 1,5 x 10> células MDA-MB-231 o BJ,
respectivamente, en una placa de 96 pocillos. Una vez sembradas, las células se
incubaron en estufa a 37°C por un periodo de 24 h. Al término de este periodo, se
agregaron distintas concentraciones de dendrimeros PAMAM G4 o de dendrimeros
PAMAM GA4.5 a los pocillos correspondientes. Las células se incubaron en estufa a 37°C
por 48 h. Al cabo de este tiempo, se agregd una solucién de medio de cultivo completo
con MTT (0,5 mg/mL) a cada pocillo. La placa se incubd en estufa a 37°C por 1 h. El
medio de cultivo con el MTT (Sigma- Aldrich Co.) se removid y los cristales purpura de
formazan se disolvieron mediante el agregado de DMSO a cada uno de los pocillos. La
lectura de la absorbancia se realizd en un lector de placas (Varioskan), midiendo a 570
nm. La absorbancia de los pocillos control se tomé como 100% de viabilidad y se
calcularon los porcentajes de viabilidad celular de las células tratadas con las distintas
concentraciones de dendrimeros. La formula empleada para este calculo fue la
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siguiente: Abs M*100/ Abs C, donde M es la muestra y C el control. Se realizd un
grafico de % de viabilidad celular en funcién de concentracion de dendrimeros y se
calculd el IC50 (concentracion de inhibicidn 50). Los datos utilizados son el promedio +
desviacién estandar (n=3). Los valores de IC50 se determinaron a partir de un ajuste no
lineal de la curva dosis-respuesta sigmoidal (GraphPad Prism 5.00.288 software).

3.3. Conjugacion de dendrimeros PAMAM G4.5 con piperacina-Boc.

En matraz de fondo redondo se colocaron 150 uL de dendrimeros PAMAM G4.5 al 5%
en MeOH (7,5 mg). El MeOH se evapord a vacio. Luego se procedio al agregado de 1,65
mg de EDC disuelto en 130 pL de buffer PBS 1X (relacion molar 30:1 EDC: dendrimero).
La mezcla se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente y luego se agregaron 1,6
mg de piperacina-Boc (N-(t-butiloxicarbonil)piperacina) disuelta en 130 uL de DMSO
(relaciéon molar 30:1 piperacina-Boc: dendrimero). Esta mezcla se incubd por 3 h en las
mismas condiciones de temperatura y agitacion. Al término de la incubacion, la mezcla
se filtré por columna de gel filtracion PD-10, empleando agua Mili-Q como fase mdvil.
Se recolectaron fracciones de 500 pL. Las mismas se controlaron por TLC,
encontrandose que el producto fue recolectado en las fracciones 5-9. Dichas fracciones
se juntaron y posteriormente se liofilizaron (BW-18B Freeze dryer Bluewave industry
Co., Ltd).

3.3.1. Desproteccion de Boc y conjugacion de PAMAM G4.5 con Fluoresceina
Isotiocianato (FITC).

Se obtuvieron aproximadamente 5 mg de G4.5-Piperacina-Boc. El producto se disolvid
con 325 pL de MeOH vy luego se agregaron 150 uL de CH,Cl,. En un segundo vial se
mezclaron 26 pL de CH,Cl, y 1 pL de TFA. El contenido de ambos viales se mezcld y
agito durante 1 h en plancha con agitacion magnética. A la mezcla se le agregd 1 mg de
NaHCOs3 y se agitd por 15 minutos. El sobrenadante se colocd en otro vial. Este
procedimiento se repitié dos veces mas, agregando 100 uL de MeOH cada vez. El
MeOH se eliminé por rotavaporacion (BUCHI Rotavapor®) y se agregaron 250 pL de
buffer PBS 1x y 1 mg de FITC (Sigma- Aldrich Co.) disuelto en 60 puL de DMSO. La mezcla
se incubd por 24 h y purificd por columna de gel filtraciéon PD-10, empleando agua
MiliQ como fase moévil. Se recolectaron fracciones de 500 pL. Las mismas se
controlaron por TLC, encontrandose que el producto fue recolectado entre las
fracciones 5-9. Estas fracciones se juntaron y el FITC no unido covalentemente, se
separé de la suspensién de dendrimeros PAMAM G4.5-piperacinil-FITC, por
centrifugacién en filtros de centrifuga de 10 KDa (Microcon®). La centrifugacion se
hizo 3 veces a 12.000 rpm por 10 minutos, agregando al filtro de centrifuga un
volumen de agua de dos veces el volumen de la muestra cada vez. La disolucion
obtenida fue liofilizada.
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3.3.2. Medida de tamaiio de dendrimeros PAMAM G4.5-piperacinil-FITC.

El tamano de particula y la distribucion de tamafios de los dendrimeros PAMAM G4.5-
piperacinil-FITC se midié por dispersion dinamica de la luz, DLS (“Dynamic Light
Scattering”) asi como también se midié el potencial z (Zetasizer Nano ZS, Malvern
Instruments, UK). Los dendrimeros PAMAM G4.5-piperacinil-FITC se diluyeron previo a
la medida con agua Mili-Q y la muestra se pasé por filtro de 0,22 um. Los valores
obtenidos corresponden al resultado de 5 medidas.

3.3.3. Caracterizacion por 1H RMN de dendrimeros PAMAM G4.5-piperacina y
dendrimeros PAMAM G4.5-piperacinil-FITC.

Los espectros se adquirieron en un espectrometro Bruker DPX-400 (400 MHz),
empleando agua deuterada (D,0) como disolvente. Los corrimientos quimicos de
protéon se presentan en ppm (&) usando tetrametilsilano (TSM) como cero. Los
espectros fueron registrados a temperatura ambiente.

3.3.4. Estudio de citotoxicidad y de captacion de dendrimeros PAMAM G4.5-
piperacinil-FITC en células 4T1.

Para el estudio de citotoxicidad de los dendrimeros PAMAM G4.5-piperacinil-FITC se
siguié el mismo procedimiento que en la seccién 3.2 de materiales y métodos.
Asimismo, para los estudios de captacion de los dendrimeros PAMAM G4.5-piperacinil-
FITC, se siguié el mismo procedimiento que en la seccidn 3.1 de materiales y métodos.
La concentracion de dendrimeros G4.5-piperacinil-FITC empleada fue de 10 pg/mL.

3.3.5. Estudios de imagenologia ex vivo de dendrimeros PAMAM G4.5-
piperacinil-FITC en ratones Balb-c con tumor mamario inducido con células
4T1.

Se realizé un estudio de captacion tumoral de dendrimeros PAMAM G4.5 por medio de
la inyeccidn intravenosa de 34,2 mg/kg de dendrimeros PAMAM G4.5-piperacinil-FITC.
A las 24 h post-inyeccion se procedid a extraer corazén, higado, bazo, pulmones,
rifones y tumor. Los mismos se dispusieron en una placa de petri, la cual se colocé
dentro del equipo de imagenologia de fluorescencia para ratones (/n vivo MSF X PRO,
Bruker). La fluorescencia de los érganos mencionados se midid con una longitud de
onda de excitacién y de emisién de 480 nm y 535 nm, respectivamente.
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3.4. Encapsulacion de DTX en dendrimeros PAMAM G4.5.

Para la encapsulacion de DTX en dendrimeros PAMAM G4.5 se empled una relacién de
DTX: dendrimero PAMAM G4.5 de 30:1. Pare ello, se rotavaporaron 500 uL de una
solucion de dendrimeros PAMAM G4.5 al 5% en MeOH (Sigma- Aldrich Co.). Este
volumen equivale a 25 mg de dendrimeros PAMAM G4.5. A continuacidén se agregaron
23 mg de DTX diluido en 10 mL de MeOH. La mezcla se agitd en condiciones de
oscuridad y temperatura ambiente por 24 h. Al término de este tiempo de incubacion,
el MeOH se evaporé a vacio y se agregaron 5 mL de H,O miliQ y se procedié a la
agitacién por otras 24 h en condiciones de oscuridad y temperatura ambiente. Al cabo
de este tiempo, el sobrenadante se filtr6 con una membrana de polipropileno (PTFE)
de 0,2 um, de forma de eliminar los precipitados de DTX no encapsulado en los
dendrimeros.

3.4.1. Cuantificacion de dendrimeros PAMAM G4.5-DTX por HPLC.

La cuantificacion de DTX encapsulado en el nanosistema: dendrimero PAMAM G4.5-
DTX, se realizé por HPLC (Agilent Technologies Inc. 1200 Infinity Series equipado con
un detector GABI Star). Se uso un método en gradiente, empleando una columna C18
de fase reversa de 5 umy 4.6 x 150 mm. La Fase mdvil A consistié en agua destilada 'y
0.14 % de 4acido 2,2,2-trifluoroacético (TFA). La fase mévil B consistié en acetonitrilo
(ACN) y 0,14% de TFA. El gradiente transcurrio de 100 % a 0 % de fase movil A hasta los
20 minutos, y de 0% a 100% de fase mévil A de 20 a 22 minutos. La velocidad de flujo
fue de 1.0 mL/min vy las longitudes de onda de deteccidon empleadas fueron de 210 y
275 nm, respectivamente. Para la cuantificacidn se corrieron tres inyecciones de DTX
(estandar) de 0,2 mg/mL de concentracion y tres inyecciones de dendrimeros PAMAM
G4.5-DTX. Las corridas cromatograficas se analizaron y se tomaron las areas de los
picos correspondientes al DTX (los cuales se identificaron por sus espectros). El calculo
de la concentracion se realizé aplicando la siguiente formula: Cy= (Cst)*(Am)/As;, donde
Cwv corresponde a la concentracion de DTX en la muestra (dendrimeros PAMAM G4.5-
DTX), Ci;a la concentracidn del estdandar (DTX), y Ay v A a las dreas de los picos (que
presentaron un espectro caracteristico de DTX) de la muestra y del estandar,
respectivamente.

3.4.2. Caracterizacion de dendrimeros PAMAM G4.5-DTX por espectroscopia
infrarroja.

Las muestras se prepararon mezclando DTX, dendrimeros PAMAM G4.5-DTX o
dendrimeros PAMAM G4.5 con KBr (sal altamente purificada que no presenta
absorcién en el infrarrojo). Las mezclas se trituraron y prensaron en prensa hidraulica
aplicando una fuerza de 10 TON. Las pastillas asi formadas se colocaron en el equipo
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de infrarrojo (Pike Crush IR) y los espectros fueron registrados a temperatura
ambiente.

3.4.3. Evaluacion de la efectividad antitumoral de dendrimeros PAMAM G4.5-
DTX.

La evaluacion de la efectividad antitumoral in vitro de los dendrimeros PAMAM G4.5-
DTX, se realizd6 en células 4T1 y MDA-MB-231 (ATCC) mediante el ensayo de MTT.
También se analizé la citotoxicidad de este nanosistema en células BJ (ATCC).

Se procedié a sembrar 5 x 10° células 4T1 y 1,5 x 10° células MDA-MB-231 o B,
respectivamente, en una placa de 96 pocillos. Una vez sembradas, las células se
incubaron en estufa a 37°C por un periodo de 24 h. Al término de este periodo, se
agregaron distintas concentraciones de DTX, dendrimeros PAMAM G4.5-DTX y
dendrimeros PAMAM G4.5 a los pocillos correspondientes. Las células se incubaron en
estufa a 37°C por 48 h. Al cabo de este tiempo, se agregd una solucién de medio de
cultivo completo con MTT (0,5 mg/mL in PBS) a cada pocillo. La placa se incubd en
estufa a 37°C por 1 h. El medio de cultivo con el MTT fue removido y los cristales
purpura de formazan se disolvieron mediante el agregado de DMSO a cada uno de los
pocillos. La lectura de la absorbancia se realizé en un lector de placas (Varioskan),
midiendo a 570 nm. Las absorbancias de los pocillos control se tomaron como 100% de
viabilidad y de calcularon los porcentajes de viabilidad celular de las células tratadas
con las distintas concentraciones de DTX, dendrimeros PAMAM G4.5-DTX vy
dendrimeros PAMAM G4.5. Se realizé un grafico de % de viabilidad celular en funcién
de concentracion de dendrimeros y se calculé el IC50 (concentracidon de inhibicién 50).
Los datos utilizados son el promedio *+ desviacion estandar (n=3). Los valores de IC50
se determinaron a partir de un ajuste no lineal de la curva dosis-respuesta sigmoidal
(GraphPad Prism 5.00.288 software). Los analisis estadisticos se hicieron empleando
2way Anova (GraphPad Prism 5.00.288 software).

4. Resultados

4.1. Captacion de dendrimeros PAMAM G4-FITC por células 4T1 y MDA-
MB-231.

La captacidon de los dendrimeros PAMAM G4 se estudié en dos lineas celulares de
tumor mamario, 4T1 y MDA-MB-231 (murino y humano, respectivamente). Se empled
la linea celular murina 4T1 por ser una linea altamente metastasica, que constituye un
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modelo de céncer de mama humano de estadio IV °. Asimismo, empleamos la linea
celular MDA- MB- 231 humana, por su alta capacidad metastésica *°.

Para el estudio de la captacién de dendrimeros PAMAM G4 por estas lineas celulares,
se emplearon dendrimeros PAMAM G4-FITC desarrollados previamente por nuestro
grupo 0 Se encontré que los dendrimeros PAMAM G4-FITC fueron captados por estas
células. A las 24 h de incubacién, los dendrimeros PAMAM G4-FITC se distribuyeron a
nivel perinuclear (alrededor del nucleo celular) sin ingreso al nucleo celular (Figura 5)

Control PAMAM G4-FITC

4T1

MDA-MB-231

Figura 5. Imagen de MLC de Células 4T1 y MDA-MB-231 control e incubadas por 24 h con dendrimeros
PAMAM GA4-FITC. Verde: G4-FITC, Azul: DAPI. Magnificacién: 60x. Barra se escala: 20 um

4.1.2. Biodistribucion de dendrimeros PAMAM G4-22mT¢(C0O)3 en ratones
BALB/c normales y con tumor mamario inducido con células 4T1.

El modelo de cancer de mama empleado en este trabajo, fue el modelo de ratones
BALB/c con tumor mamario inducido con células 4T1. El carcinoma mamario con
células 4T1 es un modelo de tumor murino altamente maligno y poco inmunogénico
que se asemeja al cancer de mama avanzado en humanos ’. El tumor de mama
primario inducido con estas células en ratones BALB/c, puede hacer metastasis
espontaneas a partir del tumor primario a sitios distantes incluyendo nddulos
linfaticos, higado, pulmones, cerebro y huesos. El patrén de estas metastasis
espontaneas es analogo al que se presenta en pacientes con cancer de mama ®
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Para el estudio de biodistribucién de los dendrimeros PAMAM G4 se procedié a marcar
los dendrimeros con **™Tc(CO)s. El conjugado resultante: dendrimero PAMAM G4-
PMTc(CO); fue desarrollado y caracterizado previamente por nuestro grupo de
investigacion *2. Los dendrimeros PAMAM G4-*°"T¢(CO); fueron inyectados por via
intravenosa en ratones BALB/c normales y portadores de tumor mamario. Al cabo de
las 24 h post-inyeccién, se recolectaron los érganos y se midié su actividad. La
biodistribucion de los dendrimeros PAMAM G4-™Tc(CO); en ratones con tumor
mamario fue similar a la biodistribucion observada en ratones normales, presentando
ademas captaciéon por parte del tumor (Figuras 6 y 7). Todos los datos estdn
expresados en % de actividad y % de actividad/g, respectivamente. Los porcentajes de
actividad/g observados para higado, rifiones y tumor fueron de 20.8 %, 27.4 % y 2.86
%, respectivamente. A nivel tumoral, el porcentaje de actividad/g fue de 3.6 veces
mayor que el del musculo circundante, donde el porcentaje de actividad/g fue de 0.8 %
(Figura 7).
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% Actividad

% Actividad/g

Figura 6. Estudio de Biodistribucion a las 24 h post-inyeccion de dendrimeros PAMAM G4-FITC en
ratones BALB/c normales. En el grafico superior e inferior se muestran los porcentajes de actividad y los
porcentajes de actividad por gramo de los diferentes drganos, respectivamente. TGl: tracto

gastrointestinal.
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Figura 7. Estudio de Biodistribucion a las 24 h post-inyeccion de dendrimeros PAMAM G4-FITC en
ratones BALB/c con tumor mamario. En el gréfico superior e inferior se muestran los porcentajes de
actividad y los porcentajes de actividad por gramo de los diferentes drganos y el tumor,
respectivamente. TGI: tracto gastrointestinal.

4.1.3. Captacion tumoral de dendrimeros PAMAM G4-FITC en ratones BALB/c
con tumor mamario inducido con células 4T1.

El analisis por microscopia confocal de los cortes histolégicos de tumores mamarios
provenientes de ratones BALB/c (con tumor mamario inducido con células 4T1)
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tratados con dendrimeros PAMAM G4-FITC, mostraron una distribucion perinuclear
por parte de los mismos sin ingreso al nucleo celular (Figura 8).

Figura 8. Imagen de MLC de seccion de tumor mamario de ratones BALB/c con tumor a las 24 h post-
inyeccion de dendrimeros PAMAM G4-FITC. A) Control. Magnificacién: 60x. Barra se escala: 20 um. B)
Magnificacidn: 150x. Barra se escala: 50 um. Verde: G4-FITC, Azul: DAPI.

4.2. Citotoxicidad de dendrimeros PAMAM G4 y dendrimeros PAMAM
G4.5.

Para la evaluacion de la citotoxicidad de los dendrimeros PAMAM G4, se emplearon
dos lineas celulares tumorales y una linea celular normal de fibroblastos normales de
piel humana, BJ. Esta linea celular se empled como control de linea celular normal.

La evaluacién de la citotoxicidad de los dendrimeros PAMAM G4 tanto en las lineas
celulares tumorales como en la linea celular normal, mostré que los dendrimeros
PAMAM G4 resultaron ser téxicos a bajas concentraciones (Figura 9). Este efecto
citotéxico fue notoriamente mayor en células 4T1 (Figura 9). Los valores de IC50
calculados para estos dendrimeros fueron de 1,29 uM; 15,5 uM y 7,14 uM para las
lineas celulares 4T1, MDA-MB-231 y BJ, respectivamente.

Los dendrimeros PAMAM G4.5 no presentaron citotoxicidad para ninguna de las lineas
celulares empleadas al tiempo de incubacion y concentraciones empleadas (Figura 10).
En base a estos resultados se decidié continuar los estudios Unicamente con los
dendrimeros PAMAM G4.5.
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Figura 9: Estudios de Viabilidad Celular de los dendrimeros PAMAM G4 a las 48 h de incubacion en las
siguientes lineas celulares: 4T1, MDA-MB-231y BlJ.
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Figura 10: Estudios de Viabilidad Celular de los dendrimeros PAMAM G4.5 a las 48 h de incubacién en
las siguientes lineas celulares: 4T1, MDA- MB- 231 y BJ.
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4.3. Caracterizacion de dendrimeros PAMAM G4.5-piperacina y
dendrimeros PAMAM G4.5-piperacinil-FITC por 1H RMN.

La sefial a 1,354 ppm (H, Figura 11) en el espectro *H RMN, que corresponde a los
protones de los grupos metilo del grupo t-butilo de la piperacina N- monoprotegida
(piperacina-Boc), confirma la formacion de la amida deseada. Por otro lado, la sefial a
1,340 ppm (H, Figura 11) se corresponde a los protones de los grupos metileno en el
corazon de los dendrimeros PAMAM G4.5 (Figura 11).

A partir del dato de integracidn, obtenido en el espectro de 'H RMN, se confirma que
la funcionalidad piperacina, unida covalentemente, se incorporé a los dendrimeros
PAMAM G4.5 en una relacion de dos moléculas de piperacina-Boc por molécula de
dendrimero PAMAM G4.5 (Figura 11).
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Figura 11. Seccion del espectro de 'H RMN de dendrimeros PAMAM GA4.5-piperacina. El espectro se
obtuvo a temperatura ambiente.

La integracién de la sefial a 1,34 ppm (H, Figura 12) en el espectro *H RMN, que se
corresponde a los protones de los grupos metileno de los dendrimeros PAMAM G4.5,
permiten confirmar (como se esperaba por la estequiometria de la reaccién anterior)
gue la union de moléculas de FITC por dendrimero es de 2:1. Para estimar este
aspecto, se considerd la presencia e integracidn de las sefiales correspondientes a los
protones aromaticos a 6.5 (H, Figura 12) y 7.0 ppm (H, Figura 12) del fragmento FITC
en el espectro de '*H RMN.
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Figura 12. Seccién del espectro de 'H RMN de dendrimeros PAMAM G4.5-piperacinil-FITC. El espectro
se obtuvo a temperatura ambiente.

4.3.1. Medida de tamaiio y potencial z de los dendrimeros PAMAM G4.5-
piperacinil-FITC por z-sizer.

El tamafio de las nanoparticulas, Pdl (indice de polidispersion) y el potencial z de los
dendrimeros PAMAM G4.5-piperacinil-FITC (disueltos en agua Mili-Q), fueron
analizados por z-sizer, obteniéndose un tamano hidrodindmico de 96,3 + 1,4 nm, con
un Pdl de 0,0296 + 0,02 y un potencial z de -19,52 + 0,16 mV.

4.3.2. Citotoxicidad de dendrimeros PAMAM G4.5-piperacinil-FITC en células
4T1.

La citotoxicidad de los dendrimeros PAMAM G4.5-piperacinil-FITC desarrollados vy
caracterizados en este trabajo, fue evaluada en la linea celular 4T1. Los dendrimeros
PAMAM G4.5-piperacinil-FITC se incubaron por 24 h en estas células y resultaron no
ser citotéxicos para las mismas a las concentraciones evaluadas.
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Figura 13. Estudio de viabilidad celular de dendrimeros PAMAM G4.5-piperacinil-FITC en células 4T1.

4.3.3. Captacion de dendrimeros PAMAM G4.5-piperacinil-FITC en células
4T1.

La captacion de los dendrimeros PAMAM G4.5-piperacinil-FITC fue evaluada en células
4T1 a las 24 h de incubacidn. Al igual que los dendrimeros PAMAM G4-FITC, los
dendrimeros PAMAM GA4.5-FITC fueron captados por las células, presentando una
distribucién perinuclear, sin ingreso al ndcleo celular.

Control PAMAM G4-P-FITC

Figura 14: Imagen de MLC de células 4T1 incubadas con dendrimeros PAMAM G4.5-piperacinil-FITC.
A) Control. B) Células tratadas con dendrimeros PAMAM G4.5-piperacinil-FITC por 24 h. Magnificacion:
40X. Verde: dendrimeros PAMAM G4.5-piperacinil-FITC, Azul: DAPI. Escala: 50 um
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4.3.4. Captacion de dendrimeros PAMAM G4.5-piperacinil-FITC por
imagenologia de fluorescencia ex vivo en ratones BALB/c con tumor
mamario.

La captacién de los dendrimeros PAMAM G4.5-piperacinil-FITC por parte del tumor,
fue estudiada por medio de la inyeccidén via intravenosa de estos dendrimeros en
ratones BALB/c con tumor mamario. Se encontrd captacion por parte del tumor, cierta
captacién hepatica y captacién renal (Figura 15).

H 9.4e+003

6.3e+003

3.3e+003

7.7e+003

Figura 15. Imagenologia de fluorescencia ex vivo de érganos representativos de ratones BALB/c con
tumor mamario. A) Imagen de los érganos extirpados de un ratéon BALB/c con tumor mamario sin
inyeccion (Control) B) Imagen de fluorescencia ex vivo de los drganos extirpados de un ratén BALB/c con
tumor mamario sin inyeccién (Control) C) Imagen de fluorescencia ex vivo de los érganos extirpados de
un ratén BALB/c con tumor mamario a las 24 h post-inyeccion de dendrimeros PAMAM G4.5-
piperacinil-FITC. Los 6rganos de izquierda a derecha: corazon, higado, pulmones, bazo, rifiones y tumor.
Las imagenes se tomaron con: A exc.: 480 nmy Aem.: 535 nm.

4.4. Encapsulacion y cuantificacion de DTX en dendrimeros PAMAM
G4.5.

Las dos preparaciones de dendrimeros PAMAM G4.5-DTX se cuantificaron por HPLC.
Para ello se realizaron tres inyecciones de un estandar de DTX y se tomaron las areas
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del DTX en el cromatograma. El DTX eluyd con un tiempo de retencién de 16,8 min.
(Figura 16). Asimismo, se registré el espectro de DTX (Figura 16). Luego se realizaron
tres inyecciones de G4.5-DTX y se tomaron las dreas de los picos cuyos espectros
coinciden con el de DTX. Los tiempos de retencion fueron de 12,37; 12,83; 13,73; 14,28
y 15,07 minutos (Figura 17). Los picos corresponden a distintas interacciones entre
dendrimeros PAMAM G4.5 y DTX. Como se describid en la seccidn 3.4.1. de materiales
y métodos, para el cdlculo de la concentracion de DTX en los dendrimeros PAMAM
G4.5 se empled la formula Cy= (Ciq)*(Am)/As, donde la concentracion de DTXg
empleada fue de 0,2 mg/mL, el drea de DTX; es el promedio de las areas tomadas del
cromatograma de cada inyeccién (Figura 16), y el drea de la muestra es el promedio
del area total tomada del cromatograma de cada inyeccidon (Figura 17). La
concentraciéon de DTX obtenida con la primera preparacién fue de 2,83 mM vy la
relaciéon molar DTX: dendrimero de 14,8. Los resultados obtenidos de concentracidon de
DTX y relacién molar de DTX: dendrimero fueron de 3,49 mM y 18,3; respectivamente.
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Figura 16: Cromatograma de HPLC de DTX y espectro de DTX. A) Cromatograma de DTX. El tiempo de
retencion de DTX fue de 16,82 min. B) Espectro UV de DTX, donde estan indicados los maximos de
absorcién del DTX.
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Figura 17: Cromatograma de HPLC y espectro de DTX de dendrimeros PAMAM G4.5-DTX. A)
Cromatograma de G4.5-DTX. Los picos corresponden a distintas interacciones de PAMAM G4.5 con
DTX. Los tiempos de retencién fueron de 12,37; 12,83; 13,73; 14,28 y 15,07 minutos. B) Espectro UV
presentado por uno de los picos del cromatograma, el cual indica la presencia de DTX.

4.4.1 Caracterizacion de dendrimeros PAMAM G4.5-DTX por espectroscopia
infrarroja.

Para comprender los cambios que ocurren por la interaccién de DTX con los
dendrimeros PAMAM GA4.5 por infrarrojo, se registraron los siguientes espectros:
dendrimero PAMAM G4.5, DTX, y dendrimero PAMAM G4.5-DTX (Figura 18).

El dendrimero PAMAM G4.5 presenta 3 bandas de absorcidn que no se superponen
con las sefiales de DTX: 1402 cm™, correspondiente al estiramiento simétrico del grupo
carboxilato (externo), y las sefiales correspondientes a la amida secundaria (N-H), 1558
cm’, v al grupo carbonilo, 1637 cm™. A partir de estos resultados se deduce que la
forma sélida del dendrimero PAMAM G4.5 (que fue empleada en este andlisis) se
encuentra bajo la forma de carboxilato.

Después de la interaccién con DTX, la posicion de las bandas de absorcidn centradas en
1402 y 1637 cm™ no se modifican, mientras que la banda centrada en 1558 cm™ se
mueve a energias mas altas, localizdndose ahora en 1588 cm™. Esto indica que el DTX
se unio al grupo N-H de la amida secundaria interna, desestabilizandola.

Finalmente se observa que la relacién de intensidades entre las sefiales para el grupo
carbonilo y el N-H de la amida se modifica después de la interaccién con DTX, pasando
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de una relacion 0.7:1 a 0.9:1. Esto esta de acuerdo con el hecho que DTX se una
especificamente al N-H del dendrimero.
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Figura 18: Espectro de Infrarrojo superpuesto de dendrimeros PAMAM G4.5 (negro), DTX (rojo) y
dendrimeros PAMAM G4.5-DTX (verde). En la figura se indica la region del espectro que va de 2000 a
300 cm™ de numero de onda.

4.4.2. Estudio de la eficacia antitumoral in vitro de dendrimeros PAMAM
G4.5-DTX.

La eficacia antitumoral observada para el DTX y los dendrimeros PAMAM G4.5-DTX en
las lineas celulares de tumor mamario, 4T1 y MDA-MB-231 fue similar (Figura 19). Por
otro lado, ambos tratamientos resultaron ser citotdxicos en la linea celular normal de
fibroblastos, BJ. Los dendrimeros PAMAM G4.5 no fueron tdxicos a ninguna de las
concentraciones ni lineas celulares estudiadas. Este resultado se corresponde con los
resultados obtenidos a partir del ensayo de citotoxicidad con estos dendrimeros
(Figura 9). En la linea celular normal de fibroblastos, se observd una diferencia
significativa de la citotoxicidad a la concentracién de 100 uM de DTX. El DTX resulto ser
mas citotoxico que el dendrimero PAMAM G4.5-DTX (Figura 19).

Se calcularon los IC50 de dendrimeros PAMAM G4.5-DTX y DTX en las lineas celulares
tumorales, 4T1 y MDA-MB-231, asi como también en la linea celular de fibroblastos
normales, BJ. Los IC50 para el DTX y G4.5-DTX obtenidos en las lineas celulares
tumorales fueron menores que en la linea celular normal (Tabla 3).
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Figura 19: Eficacia antitumoral in vitro de DTX, dendrimeros PAMAM G4.5-DTX y dendrimeros
PAMAM GA4.5 a las 48 h de incubacion. El ensayo de eficacia antitumoral se realizé por MTT en las
siguientes lineas celulares: 4T1, MDA-MB-231 y BJ, respectivamente. Los asteriscos (**) indican una
diferencia significativa en % Viabilidad celular de DTX y dendrimeros PAMAM G4.5-DTX con un P<0.01.

DTX (uM) 50,7 78,2 > 100

G4.5-DTX (uM) 54,4 75,3 > 100

Tabla 3: Valores de IC50 de DTX y dendrimeros PAMAM G4.5-DTX calculados para las lineas celulares:
4T1, MDA-MB-231 y BJ, respectivamente.

5. Discusion

5.1. Captacion in vitro e in vivo de dendrimeros PAMAM G4-FITC.

La eleccion primaria de los dendrimeros PAMAM G4 como posibles vehiculos de DTX
para tumor mamario, se basé en que en nuestro laboratorio ya se habia desarrollado
el nanosistema dendrimero PAMAM G4-FITC *°.
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Los dendrimeros PAMAM G4-FITC como se muestra en la Figura 5 fueron captados por
las células 4T1 y MDA-MB-231, mostrando una distribucidn perinuclear sin ingreso al
nucleo celular. Estos resultados in vitro se corresponden con los obtenidos
previamente por nuestro grupo de investigacion, en células de cultivo primario de
miometrio humano®, y por otros grupos de investigacion en distintos tipos celulares
como B16f10 (células de melanoma murino), A549 (carcinoma de pulmdén humano) y
Caco-2 (células de adenocarcinoma de colon humano) 347,

Por otro lado se estudié la biodistribucién de los dendrimeros PAMAM G4 y su
captacién a nivel del tejido tumoral (Figura 7 y 8). Para el estudio de biodistribucién se
emplearon dendrimeros PAMAM G4->’"T¢(CO);, los cuales se inyectaron por via
intravenosa en ratones BALB/c sin tumor y con tumor mamario inducido con células
4T1, respectivamente. En ratones normales se observd una alta captacion hepatica y
eliminacidn por el sistema renal a las 24 horas post-inyeccidn (Figura 6). La excrecion
de los dendrimeros depende de la generacién dendrimérica y el caracter de los grupos
funcionales. Los dendrimeros de generaciones bajas se excretan rapidamente por los
rifiones. En general, cuanto mayor es el peso molecular del dendrimero, mayor es el
tiempo que estd en circulacién en comparacién con los quelatos para imagen como el
Gadolinio-DTPA (Gd-DTPA)®. Los dendrimeros PAMAM de generaciones bajas
asociados a Gd, fueron eliminados rdpidamente de la circulacion sanguinea a través de
los rinones. En cambio, solo el 20% de la dosis administrada de Gd asociada con los
dendrimeros PAMAM G4, fue excretada durante los dos primeros dias ».

En ratones BALB/c con tumor, al igual que en ratones BALB/c sin tumor, también se
observd captacion hepatica y eliminacion renal. Se encontré que hubo captacion por
parte del tumor en estos ratones (Figura 7). Esta captacidon fue corroborada por medio
del analisis de cortes histoldgicos de tumores provenientes de ratones BALB/c con
tumor inyectados con dendrimeros PAMAM G4-FITC (Figura 8)

5.2. Citotoxicidad de dendrimeros PAMAM G4 y dendrimeros PAMAM
G4.5

La citotoxicidad de las nanoparticulas depende de parametros tales como morfologia,
relacion superficie/volumen, tamafio, grupos funcionales, hidrofobicidad, carga y area
de superficie (en términos de rugosidad y porosidad). Estos parametros influyen en la
capacidad de producir especies reactivas del oxigeno (ROS), determinar sitios de unién
para los receptores, y en la dispersion y agregacién de las nanoparticulas. La
citotoxicidad frecuentemente se debe a la contaminacién, solubilidad y liberacién de
compuestos téxicos, y adsorcion de compuestos. Por otro lado, pardmetros biolégicos
tales como el tipo celular usado para el estudio y las condiciones de exposicion
(densidad celular, concentracion de particula, composicion del medio, temperatura),
también influyen en la citotoxicidad *°.

La utilizacion de dendrimeros en la medicina y farmacia estan limitados por su
toxicidad. La toxicidad de los dendrimeros se atribuye principalmente a la interaccion
de las cargas catidnicas de la superficie de los dendrimeros con membranas bioldgicas

46



“Sintesis, caracterizacion y evaluacién bioldgica de nanosistemas dendriméricos para | 2015
el tratamiento del cancer de mama”

cargadas negativamente. Esto conduce a la disrupcidn y deterioro de la membrana. La
toxicidad de los dendrimeros puede estar caracterizada generalmente por hemédlisis,
citotoxicidad y toxicidad hematoldgica **.

En este trabajo se caracterizé la toxicidad de los dendrimeros PAMAM G4 vy
dendrimeros PAMAM G4.5 por medio de la evaluacién de la citotoxicidad. A partir de
estos estudios, se encontré que los dendrimeros PAMAM G4 resultaron ser citotdxicos
para las lineas celulares de tumor mamario murino y humano (4T1 y MDA-MB-231,
respectivamente) (Figura 9).

Para estos estudios se incluyd la linea celular BJ de fibroblastos humanos de piel,
como control de células normales in vitro. Asimismo, se encontré citotoxicidad por
parte de los dendrimeros PAMAM G4 en esta linea celular (Figura 9). Este resultado
coincide con lo que se conoce de la literatura en relacién a los dendrimeros catidnicos.
La citotoxicidad de los dendrimeros PAMAM G4 encontrada puede asociarse a la carga
y densidad de carga de estos dendrimeros *_El recubrimiento de los grupos catidnicos
con polietilenglicol (PEGilacién) *® o por funcionalizacién disminuye la citotoxicidad
4647 " previamente nuestro grupo ha trabajado con dendrimeros PAMAM G4
funcionalizado con FITC *. La citotoxicidad del conjugado dendrimero PAMAM G4-
FITC, fue estudiada en células de cultivo primario de miometrio humano, y no se
encontrd citotoxicidad por parte del mismo a las concentraciones y tipo celular
estudiados. La disminucién en el nimero de cargas positivas, como consecuencia de la
union de moléculas de FITC a los dendrimeros PAMAM G4, puede explicar este
resultado. Dado que la actividad citotdxica de los dendrimeros PAMAM G4 no fue
especifica para células tumorales, el desarrollo de un nanosistema que utilice este tipo
de dendrimero para la entrega de DTX, pierde significancia.

Ademas de estudiar la citotoxicidad de los dendrimeros PAMAM G4, cargados
positivamente, se estudid la citotoxicidad de otro tipo de dendrimeros, cargados
negativamente: dendrimeros PAMAM G4.5. Estos dendrimeros no resultaron ser
citotoxicos para las tres lineas celulares estudiadas (Figura 10). Este resultado coincide
con lo encontrado en la literatura, ya que en general se establece que la citotoxicidad
de los dendrimeros PAMAM decrece cuando los grupos amino son neutralizados con
grupos acetilo *°.

Para poder utilizar los dendrimeros PAMAM G4.5 como sistemas de entrega de DTX, es
necesario conocer si los mismos son internalizados por las células tumorales, asi como
también su biodistribucién y captacién tumoral. Para ello, al igual que en el caso de los
dendrimeros PAMAM G4, fue necesario recurrir a la marcacion de estos dendrimeros
con un fluoréforo.

5.3. Obtencion y caracterizacion de dendrimeros PAMAM G4.5-
piperacinil-FITC.

Como los grupos carboxilo de los dendrimeros PAMAM G4.5 no pueden unirse
directamente a FITC, se procedid a hacer sintesis orgdnica empleando una molécula
“linker”, piperacina N-monoprotegida. Esta molécula tiene la particularidad de ser
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bifuncional: presenta dos grupos amino, uno libre y otro N-monoprotegido (Figura 22).
Los dendrimeros van a interaccionar primeramente con el grupo amino libre de la
piperacina, para luego en una segunda etapa, unirse al FITC a través del segundo grupo
amino. Al cabo de la primera reaccion covalente de los dendrimeros PAMAM G4.5 con
la piperacina N-monoprotegida, caracterizamos los dendrimeros PAMAM G4.5-
piperacinil-Boc (producto intermediario) por RMN, encontrandose que se unieron dos
moléculas de piperacina N-monoprotegida por dendrimero. Al cabo de esta primera
reaccion, se procedioé a desproteger el grupo amino de la piperacina N-monoprotegida,
quedando el grupo amino libre para la conjugacién con FITC. El nanosistema obtenido,
dendrimero PAMAM G4.5-piperacinil-FITC, fue caracterizado por RMN, encontrandose
una estequiometria de dos moléculas de FITC por molécula de dendrimero. El andlisis
por DLS y potencial z mostraron que este nanosistema presentd tamafio nanométrico
(96,3 £ 1,4 nm) y carga negativa (-19,52 £ 0,16 mV). Se midid también el indice de
polidispersién (Pdl) del nanosistema, este indice es una medida de la distribucion de
tamafios (Pdl, un valor que esta entre O y 1). Un Pdl de 0 indica un monodispersién
ideal de la formulacién mientras que un Pdl de 1 demuestra grandes variaciones en el
tamafio de las particulas “®. El indice de polidispersién obtenido fue cercano a 0
(0,0296 * 0,02), por lo tanto el nanosistema resultd tener una distribucion de tamafios
monodispersa.

Kitchens y colaboradores estudiaron la captacidon de dendrimeros PAMAM de media
generacion (G1.5-G3.5) en células Caco-2, y para ello procedieron a marcar los
dendrimeros con FITC. Estos investigadores emplearon una técnica de marcacién con
FITC similar a la empleada en este trabajo, con la diferencia que en lugar de usar
piperacina como molécula “linker”, emplearon etilendiamina. Las razones molares de
EDC: dendrimero y de etilendiamina: dendrimero fueron distintas a las empleadas en
este trabajo (ver seccién 3.3). Cabe destacar que los tiempos de incubacién con EDC
primero y con la molécula “linker” después, fueron similares. Al igual que en este
trabajo, la incubacién de los dendrimeros con FITC se hizo “overnight” *°.

Figura 20: Estructura de la molécula “linker”, Piperacina-Boc, empleada para conjugar FITC a los
dendrimeros PAMAM G4.5 *°.
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5.3.1. Captacion in vitro e in vivo de dendrimeros PAMAM G4.5-piperacinil-
FITC

Se realizaron experimentos in vitro de citotoxicidad y de captacion de dendrimeros
PAMAM G4.5-piperacinil-FITC en células 4T1. No se encontrd citotoxicidad por parte
del nanosistema desarrollado y se observé captacidon por parte de los mismos en
células 4T1 (Figuras 14 y 15). Es importante resaltar, que no hemos encontrado en la
literatura especializada ningun resultado in vitro relacionado con la captacion de
dendrimeros PAMAM G4.5 (marcados con fluoréforos) en lineas celulares. Sin
embargo, como fue mencionado en la seccidn 5.3, Kitchens y colaboradores estudiaron
la captaciéon de dendrimeros PAMAM de media generacion (G1.5-G3.5) derivatizados
con FITC, en células Caco-2 %.

Nuestro trabajo también es pionero en el estudio de la captacién de los dendrimeros
PAMAM G4.5 a nivel tumoral. Este estudio se realizd por imagenologia de
fluorescencia a través de la inyeccidn intravenosa de dendrimeros PAMAM G4.5-
piperacinil-FITC en ratones BALB/c con tumor mamario inducido. A las 24 h post-
inyeccién, algunos drganos caracteristicos fueron extirpados y se realizaron imagenes
ex vivo de estos drganos. Como se discutid en la seccién 5.1, las propiedades
farmacocinéticas de los dendrimeros dependen de la generacion dendrimérica y del
caracter de los grupos funcionales. Los dendrimeros PAMAM G4.5-piperacinil-FITC
presentaron captacion a nivel tumoral y eliminacion por el sistema renal (Figura 15).
Cierta captacion hepatica pudo observarse a partir de las imagenes ex vivo de ratones
BALB/c con tumor mamario (Figura 15).

Seria posible utilizar los dendrimeros PAMAM G4.5-piperacina-Boc (dendrimeros
conjugados a la molécula “linker”) para obtener imagenes de fluorescencia del tumor
in vivo. En este caso, seria necesario marcar dichos dendrimeros con fluoréforos que
operen en la regiéon del infrarrojo cercano (fluoréforos NIR) del espectro
eIectromagnético51. La baja absorcidn de la luz que exhiben los tejidos en esta ventana
espectral, hace posible que atraviese varios centimetros >1 En nuestro caso, la sefial de
fluorescencia emitida por el FITC, no puede atravesar la piel y pelos del ratén, y por lo
tanto no puede ser detectada. Younghoom y colaboradores acoplaron los fluoréforos
Cy3 o Cy5 a dendrimeros PAMAM G5 y G6, como agentes de imagenologia >2 Uno de
los objetivos fundamentales del presente trabajo, era verificar que el nanosistema
desarrollado era capaz de ingresar en las células tumorales y ser captado por el tumor.
Con el nanosistema dendrimero PAMAM G4.5-piperacinil-FITC estos objetivos fueron
cumplidos. No se pudo desarrollar un nanosistema para poder obtener imagenes del
tumor in vivo, ya que se contaba Unicamente con el fluoréforo FITC. Tavassolian y
colaboradores, encapsularon 6-cumarina en nanoparticulas de poli(l-y-glutamil-
glutamina) para investigar la captacion de las mismas en el modelo de tumor mamario
murino inducido con células 4T1 por imagenologia de fluorescencia in vivo y ex vivo >3,

Los resultados obtenidos con las lineas celulares tumorales y las imagenes ex vivo,
sugieren fuertemente que el nanosistema ingresa a las células de los tejidos tumorales.
La prueba definitiva de esto, seria realizar cortes histolégicos del tumor y su estudio
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por microscopia laser confocal, de ratones con tumor inyectados con el nanosistema
(como se hizo en el caso de dendrimeros PAMAM G4-FITC).

5.4. Encapsulacion de DTX en dendrimeros PAMAM G4.5 y
caracterizacion fisicoquimica de dendrimeros PAMAM G4.5-DTX.

El DTX se encapsuld en dendrimeros PAMAM G4.5, se cuantificd el DTX encapsulado, y
calculd la relacion de moléculas de DTX por dendrimero.

Con el fin de investigar los cambios estructurales del nanosistema PAMAM G4.5-DTX,
se empled espectroscopia infrarroja de forma de caracterizar la interaccién entre los
dendrimeros PAMAM G4.5 y DTX (Figuras 18). Se encontré la presencia de
interacciones hidrofébicas entre el DTX y los grupos funcionales en el interior de los
dendrimeros PAMAM GA4.5. Este resultado confirma que el docetaxel se encuentra
encapsulado en estos dendrimeros. Este resultado coincide con lo obtenido por Prieto
y colaboradores, que estudiaron la interaccién de los dendrimeros PAMAM G4.5 con el
antipsicético Risperidona **.

5.4.1. Estudio de la eficacia antitumoral de dendrimeros PAMAM G4.5-DTX.

Se evalué comparativamente la eficacia antitumoral in vitro de los dendrimeros
PAMAM GA4.5-DTX respecto al DTX no encapsulado, no encontrandose diferencias
significativas en la accidn antitumoral de los tratamientos en ambas lineas celulares de
tumor mamario (4T1 y MDA-MB-231) (Figura 19). Este resultado coincide con el
observado en otros trabajos con nanoparticulas con DTX encapsulado. Ostacolo vy
colaboradores, los cuales encapsularon DTX en micelas basadas en copolimeros,
encontraron que el DTX encapsulado indujo muerte celular y que fue similar a la del
DTX. Este estudio fue realizado en las lineas celulares humanas de cancer de proéstata,
DU145 y PC3, y de céncer de mama, MDA-MB-468 y MCF-7 >*. Otros autores
estudiaron comparativamente la acciéon antitumoral in vitro de nanoparticulas de
polietilenglicol-policaprolactona (mPEG—PCL) con DTX y Taxotere® en una linea celular
de hepatocarcinoma, H22. Los mismos encontraron una actividad antitumoral similar
del DTX encapsulado en comparacién con Taxotere®, concluyendo que luego de la
encapsulacién en nanoparticulas, el DTX mantuvo su actividad farmacoldgica *°.

También fue evaluada la citotoxicidad del DTX y de los dendrimeros PAMAM G4.5-DTX
en la linea celular de fibroblastos normales (BJ), encontrandose que tanto el DTX como
el G4.5-DTX resultaron ser citotdxicos. Sin embargo, a 100 uM de concentracién de
DTX, se encontré una diferencia significativa en la citotoxicidad. EI DTX resultd ser mas
citotoxico a esta concentraciéon que los dendrimeros PAMAM G4.5-DTX (Figura 19).
Este resultado indica que el nanosistema desarrollado presenta efecto antitumoral,
gue es funcional, y menos toxico en células normales que en tumorales.
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Hay pocos estudios realizados con dendrimeros PAMAM G4.5, ya sea respecto a la
caracterizacion de su ingreso a las células (como fue mencionado en las secciones
anteriores de la discusidén) o de encapsulacion o conjugacion de farmacos. Un estudio
realizado con dendrimeros PAMAM de media generacién como vehiculos de la droga
antitumoral cisplatino, incluyendo los dendrimeros PAMAM G4.5, fue realizado. Los
nanosistemas dendrimero-cisplatino fueron evaluados in vitro en tres lineas celulares
de céncer de ovario e in vivo en un modelo xendgrafo de cancer de ovario. Se encontré
que los dendrimeros-cisplatino tuvieron una eficacia antitumoral in vitro moderada y
una eficacia antitumoral in vivo mds alta que con dosis altas de cisplatino % En un
estudio reciente, se encapsuld Risperidona (droga antipsicdética) en estos dendrimeros.
El nanosistema resultante fue evaluado en un modelo de zebrafish. Se analizaron los
cambios morfolégicos en el cerebro de larvas tratadas con Risperidona y dendrimeros-
Risperidona. A diferencia de la Risperidona, que afectd significativamente la
morfologia de este érgano, los dendrimeros-Risperidona no mostraron causar ningun
efecto sobre el mismo **. Otros estudios de encapsulacion de farmacos con
dendrimeros se han hecho, empleando dendrimeros de media generacion y
generaciones completas y la droga antidiurética, furosemide >,

6. Conclusiones

Los nanosistemas dendriméricos PAMAM GA4-FITC fueron captados por células
tumorales mamarias in vitro y por el tumor mamario in vivo. A diferencia de los
dendrimeros PAMAM G4, los dendrimeros PAMAM G4.5 no mostraron ser citotéxicos
a las concentraciones estudiadas. En base a estos resultados, estos ultimos fueron
empleados como nanovehiculos de DTX para el posible tratamiento del cancer de
mama. De esta forma, se desarrollé primeramente un nanosistema dendrimero
PAMAM G4.5-piperacinil-FITC, para evaluar su captacién por células y tejido tumoral.
Este nanosistema también fue captado por células tumorales mamarias in vitro y por el
tumor mamario in vivo. Los dendrimeros PAMAM G4.5-DTX fueron caracterizados
fisicoquimicamente y biolégicamente en células tumorales y normales. El nanosistema
dendrimérico resultd ser funcional, ya que presenté eficacia antitumoral en las lineas
celulares de tumor mamario estudiadas. Si bien la eficacia antitumoral presentada por
este nanosistema fue similar a la presentada por el DTX no encapsulado, el
nanosistema resulté ser menos citotoxico que el DTX libre en células normales de
fibroblastos. En conclusién, se pudo obtener un nanosistema dendrimero PAMAM
G4.5-DTX con potencial uso para la entrega de DTX a tumores mamarios. Se requiere
de estudios en modelos animales que demuestren una eficacia antitumoral mayor y/o
una disminucion de los efectos adversos, por parte de este nanosistema, en
comparacion con la formulacién de DTX ya existente.
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7. Perspectivas.

Como perspectiva de este trabajo estd la de estudiar la eficacia antitumoral in vivo en
un modelo xendgrafo de ratones “Nude” (ratones inmunodeprimidos) con tumor
mamario inducido con células MDA-MB-231, que como se menciond anteriormente
son altamente metastdsicas. La seleccidén de este modelo xendgrafo, esta basada en la
capacidad metastasica de la linea celular MDA-MB-231 y a los trabajos en la literatura
que emplean este modelo para estudios de eficacia antitumoral de DTX vy
nanoparticulas asociadas a DTX. Como el proceso tumoral en estos animales ocurre a
partir de un implante de células de tumor mamario humano, este modelo xénografo es
considerado de relevancia clinica®®. Este punto es parte de un proyecto financiado por
la ANII. El protocolo de experimentacidon animal presentado a la comision de ética del
Instituto Pasteur de Montevideo, fue recientemente aprobado. Se evaluara el tamafio
de tumor y la sobrevida en cuatro grupos de animales: DTX, dendrimeros PAMAM
G4.5-DTX, dendrimeros PAMAM G4.5 y control salino. Por otro lado se analizard el
indice de apoptosis en cortes histoldgicos provenientes de tumores de animales
tratados y se evaluara la toxicidad sistémica a partir de muestras de sangre. Como
resultado se espera obtener una mayor eficacia antitumoral por parte del nanosistema
dendrimero PAMAM G4.5-DTX en comparacion con el DTX libre. Se espera también
una menor toxicidad sistémica por parte de este nanosistema en los ratones.

Otra perspectiva interesante, seria la de desarrollar un nanosistema compuesto por
DTX encapsulado en dendrimeros PAMAM G4.5 marcado con un fluoréforo que
permita la obtencién de imdagenes in vivo. De esta forma, con el mismo nanosistema
podria realizarse tratamiento y control por imagenologia del nanosistema acumulado
en el tumor. Este nanosistema actuaria como un agente teragnodstico (de terapia y
diagndstico).
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