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Abreviaturas

ADN Acido desoxirribonucleico

CD Ciclodextrina

CDst Mondmero estirénico derivado de la S-ciclodextrina

EPA Metacrilamida de N-(2-aminoetil pirrolidina)

GLCSt Mondmero estirénico derivado de la a-glucosa

HPMA Metacrilamida de N-(2-hidroxipropilo)

LCST Lower critical solution temperature

MCDSt Mondmero estirénico derivado de la forma permetilada de 3-ciclodextrina
MGLCSt Mondmero estirénico derivado de la forma permetilada de a-glucosa
PEI Polietilenimina

PLL poli(L-lisina)

Ta Metacrilato de 2-(3-(Bis(2-(dietilamino)etil)amino)propanamido)etilo,

monomero metacrilico no hidrolizable derivado de TEDETA
Te Metacrilato de 2-((3-(Bis(2-(dietilamino)etil)amino)propanoil)oxi)etilo,
monoémero metacrilico hidrolizable derivado de TEDETA

TEDETA N,N,N’,N’-tetraetildietilentriamina
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1. Introduccioén general

1. Introduccién general

La terapia génica estéa recibiendo una creciente atencion durante los ultimos afios en el
campo de la medicina y la biotecnologia debido al gran potencial que posee para tratar
enfermedades cronicas y desordenes genéticos como son la fibrosis cistica, hemofilia, cancer,
etc. En un principio fue definida como una tecnologia que permite la sustitucion de un gen
mutado por copias normales en las células diana para la produccién de proteinas terapéuticas
necesarias para la normalizacion de los procesos celulares. Sin embargo, debido a los avances
logrados en los ultimos afios en este campo, la terapia génica es ahora definida como la
transferencia de material genético, ya sea ADN o ARN, con el objetivo de tratar o prevenir una

enfermedad®.

Para llevar a cabo este proceso se necesita una copia funcional del gen que codifica la
proteina terapéutica, es decir, la proteina cuya expresion nos permitira recuperar la funcion
normal del érgano o tejido tratado. Ademas, la expresion de este gen debe estar regulada, lo
que se consigue, en la mayoria de los casos, mediante su integracion dentro de un plasmido,
un ADN circular de doble hélice con capacidad de autorreplicarse, bajo el control de un

promotor que regule su expresion.

Finalmente, en muchos casos es también necesario un ‘vector. Los vectores o
sistemas de vehiculizacion de ADN en estos procedimientos deben ser disefiados para
proteger el material genético de una degradacién en el medio intra y extracelular, con el
objetivo de lograr una transfeccion eficiente de éstos en las células diana con la consiguiente
expresion de las proteinas deseadas. Ademas de proteger el gen, el vector debe neutralizar la
carga negativa de la cadena de ADN para evitar la repulsion electrostatica con la superficie de
la célula diana y condensar la estructura voluminosa del ADN a la escala adecuada para su

internalizacion®*.

La manipulacion genética se puede realizar a través de dos procesos: ex vivo o in vivo.
En el proceso ex vivo se aislan células sanas del paciente o donante, que son transfectadas
mediante su cultivo en presencia del plasmido. Una vez seleccionadas las células que han sido
transfectadas, éstas son transplantadas de nuevo al paciente. Para la liberacién genética ex
vivo se utilizan vectores, pero también diversas técnicas mecanicas que solo necesitan ADN
(sin vector), tales como la utilizacion de presion hidrostatica, electroporacion, infusién continta
y sonicacion. Estas técnicas mecanicas proveen una alta eficiencia de transfeccion genética
relativa ex vivo; sin embargo, estos procedimientos son costosos y no son adecuados para
todas las situaciones ni para el procedimiento in vivo ya que la integridad de las membranas de
las células podrian verse seriamente afectadas. Ademas, estas técnicas pueden requerir que

los tejidos diana estén expuestos quirdrgicamente durante el proceso de transfeccion®™.
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Todos los sistemas desarrollados de la presente tesis doctoral estan orientados para su
utilizacion como vectores en terapia génica in vivo, donde dicho sistema transportador con el
ADN es directamente introducido en el paciente, en el tejido diana o lo mas cerca posible de
éste. En esta via in vivo debemos tener en cuenta, ademas de las condiciones existentes en el
medio intracelular, las condiciones existentes en el medio extracelular, como por ejemplo, el
torrente sanguineo, ya que nuestro gen terapéutico debe llegar a través de él hasta el tejido

diana donde queremos que sea expresado.

Un tipo de vector de gran relevancia es el viral; los virus son transportadores de ADN
muy potentes debido a que tras millones de afos de evolucion han desarrollado una
maquinaria especifica para liberar material genético en las células. El primer ejemplo del uso
de vectores virales en terapia génica se remonta a 1990, cuando una paciente de 4 afos fue
tratada de una deficiencia de la enzima adenosina desaminasa, que le provocd una severa
inmunodeficiencia. Para el tratamiento se utilizd un retrovirus que codificaba una copia
funcional del enzima, con el que se transfectaron sus células T, restableciendo la funcionalidad
normal de su sistema inmunitario de forma temporal. Sin embargo, a pesar de los grandes
resultados obtenidos en los ultimos afos, los vectores virales presentan ciertas desventajas.
Una de las mas estudiadas es la posibilidad de mutagénesis insercional, que puede producirse
cuando el material genético se inserta de forma aleatoria en el genoma del individuo, alterando
la expresion normal de algun gen. En la bibliografia se han reportado numerosos casos de
leucemia provocada por este tipo de tratamientos, ademas de varios casos de muerte debido a

una respuesta inmunitaria frente al vector viral™'.

Debido a todos estos problemas, a partir de los afios 90, se ha estado trabajando de
forma intensa en el desarrollo de vectores no virales para terapia génica. Los vectores no
virales estan basados mayoritariamente en moléculas de naturaleza catidnica, polimeros,
péptidos vy lipidos, que forman complejos polielectroliticos con los &cidos nucleicos, que
presentan carga neta negativa. Entre ellos destacan principalmente los polimeros, ya que
presentan ciertas caracteristicas muy interesantes, como su estabilidad, bajo coste de

produccion, alta bioseguridad y su reproducibilidad**™*

. Ademas, los polimeros presentan una
gran versatilidad, ya que el gran numero de posibles estructuras mondmericas polimerizables
(comerciales o de sintesis) y la quimica de polimeros permite preparar sistemas
transportadores practicamente a medida. Muchos de los vectores poliméricos desarrollados
hasta el momento son derivados cationizables portadores de aminas alifaticas primarias,
secundarias o terciarias. A una proporcién determinada polimero/ADN, también denominada
relacién N/P, refiriéndose N al grupo amino del polimero catiénico y P al grupo fosfato de las
bases nitrogenadas del DNA, el polimero puede condensar el ADN dando lugar a complejos
con tamafos compatibles con la internalizacion celular, proporcionando, ademas, una

proteccion estérica frente a la degradacion por nucleasas.
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El camino que deben recorrer los complejos polimero/ADN hasta llegar al interior de las
células del tejido diana esta lleno de obstaculos, ya que los polyplexes, complejos
polielectroliticos polimero/ADN, pueden interactuar con componentes sanguineos, y ser
eliminados prematuramente, antes de poder atravesar la barrera endotelial para llegar al tejido
donde se localiza la célula diana. Ademas, muchos de estos obstaculos que encuentra el
complejo polimero/ADN en su camino hacia la liberacién del ADN en el nucleo, estan
relacionados con su tamafio, como por ejemplo la extravasacién o la internalizacién celular. El
endotelio de la mayoria de los tejidos es bastante impermeable, con fenestraciones de
pequeno diametro (30 nm). Solamente ciertas zonas tumorales y érganos con fenestraciones
irregulares, como el higado, bazo o la médula 6sea, que poseen un endotelio con mayores
fenestras (100 nm), que permiten la extravasacion de los complejos. En el caso de tumores, su
rapida y descontrolada formaciéon y vascularizacion hace que el endotelio se encuentre
desorganizado, facilitando la extravasacion y acumulacion de los complejos en el interior de
éstos, siendo este un mecanismo conocido como enhanced permeability and retention (EPR).
El tamafio puede ser también muy importante en la internalizacién celular mediante
endocitosis, ya que se ha visto que algunos tipos celulares s6lo son capaces de endocitar

1520 Debido a todas estas

microparticulas con un tamafio comprendido entre 50 y 200 nm
razones, en este trabajo se ha hecho especial énfasis en la caracterizacion del tamafio de los

polyplexes

Ademas, si tras este largo viaje los polyplexes han logrado llegar con éxito hasta la célula
diana, a continuacion deben internalizarse en ella, normalmente mediante endocitosis, y liberar
el ADN para que llegue al nucleo y éste sea expresado. Todo este proceso, representado en la
figura 1.1, debe ser llevado a cabo, ademas, sin matar a la célula. Debido a esto, el disefio del
polimero, asi como las caracteristicas del complejo son vitales para el éxito el proceso de
transfeccion, y ademas, es necesario tener en cuenta que para la mayoria de los vectores
poliméricos usados hoy dia se acepta generalmente que sélo una pequefia fraccion de la dosis

aplicada llega a expresarse satisfactoriamente’> *

, por lo que sigue existiendo un enorme
esfuerzo investigador para conseguir sistemas de esta naturaleza mas eficientes y con niveles

de transfeccion cercanos a los mostrados por los vectores de origen viral.
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Figura 1.1. Representacion esquematica del recorrido y las barreras con las que se encuentran
los polyplexes utilizados en terapia génica, desde su inyeccion en el torrente sanguineo hasta su llegada
a la célula. El proceso intracelular aparece representado en una escala mayor en la figura 3.1 del

Capitulo 3 de la presente tesis doctoral.

En la figura 1.2 se muestran las estructuras de los polimeros aminados mas
representativos en este campo. El orden de pK de las aminas alifaticas es el siguiente:
primaria>secundaria>terciaria, siendo el pK de las aminas primarias cercano a 9-10 mientras
que las de las aminas terciarias pueden estar cercano a 7 e incluso por debajo. Por ello, las
aminas primarias estan mucho mas protonadas a pH 7 que las secundarias y terciarias. Estas
diferencias tienen diferentes implicaciones en la complejacion con el ADN y en su aplicacion.
Las aminas primarias ofrecen mayor densidad de carga y por tanto una complejacion con DNA
mas eficiente. Sin embargo, esta mayor densidad de carga también se relaciona con una
mayor citotoxicidad. A pesar de que todavia no son totalmente conocidos los mecanismos
responsables de la citotoxicidad, la hipdtesis mas aceptada postula que es debida a
interacciones electrostaticas entre los dominios aniénicos de la superficie celular y los dominios
cationicos presentes en el transportador. El resultado de esta interaccion seria la formacion de
agregados que se acumularian en la superficie celular impidiendo el correcto funcionamiento
de la membrana citoplasmatica, produciendo la muerte de la célula. Ademas, una fuerte carga
electrostatica podria crear dificultades para la liberaciéon del ADN transportado, debido a la

fuerte interaccién de cargas, una vez que éste llega a su lugar de accién.

Por otra parte, las aminas secundarias y sobre todo las terciarias pueden participar en
el mecanismo denominado ‘esponja de protones’ (proton sponge effect) (figura 1.1). Una vez
que los polyplexes son internalizados mediante endocitosis, quedan englobados en una
vesicula endosomal o endosoma, que va madurando y acidficandose, dando lugar a un
lisosoma, mediante la accion de una ATPasa que transporta activamente protones desde el

citosol hacia el interior de la vesicula. Los polimeros que contienen un gran nimero de aminas
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secundarias y terciarias en su estructura, con un valor de pK, cercano o inferior a 7, tienen un
efecto tamponador del pH en dicha vesicula, ya que son capaces de aceptar estos protones,
forzando a la ATPasa a transportar mas protones desde el citosol. Este flujo de protones debe
ser compensado por un flujo de contraiones, en este caso, iones CI'. La alta concentracién de
iones en el endosoma causa un hinchamiento osmoético que acaba rompiendo la membrana,

15-16,22:26 g6 ha observado que los polimeros que poseen

liberando su contenido al citoplasma
estos grupos amino, o a los que se les han conjugado estos grupos mediante modificacion
quimica, y por tanto participan en la ‘esponja de protones’, presentan unos niveles de
transfeccion significativamente superiores a los mostrados por polimeros que no participan en

este fendmeno.
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Figura 1.2. Estructura quimica de las formas lineal y ramificada de la polietilenimina (PEl) y la forma lineal
de la poli(L-lisina) (PLL). Estos dos polimeros catiénicos son utilizados habitualmente en estudios de
transfeccion, tanto como control positivo, como para estudiar el efecto de su modificaciéon o derivatizacion
en este proceso. En esta figura también se representa la estructura quimica de las dos familias mas
importantes de dendrimeros, los derivados de polipropilenimina (PPI) y de poliamidoamina (PAMAM).

Finalmente, también se representa la estructura quimica del quitosano.

Los primeros trabajos con polimeros como vectores no virales en terapia génica se
llevaron a cabo utilizando polietilenimina (PEI), cuyas posibles estructuras se representan en la
figura 1.2. Este polimero es la macromolécula organica con mayor densidad potencial de

carga, ya que cada tercer atomo es un grupo amino que puede ser protonado“. Los polimeros

5
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de PEI en un principio brindaron resultados muy prometedores en terapia génica. Sin embargo,
en los ultimos afios se han desarrollado nuevos sistemas que presentan niveles de transfeccion
significativamente superiores a los obtenidos con PEI, por lo que ésta ha sido relegada a una
funcién como control positivo en los ensayos con vectores no virales en terapia génica, siendo
el polimero de referencia con el que se comparan los resultados obtenidos por los nuevos
sistemas en estudio®. Se han sintetizado polimeros tipo PEl con muy diferentes pesos
moleculares y grados de ramificacién para su evaluacion in vitro e in vivo, aunque los mas
utilizados son el hiperramificado de 25 kDa, algunos de bajo grado de ramificacion y polimeros
lineales de diferentes pesos moleculares. Entre los tres tipos de grupos amino presentes en la
PEI, las aminas primarias son las mas implicadas en el proceso de complejaciéon, mientras que
las aminas secundarias y terciarias participan en el fendmeno conocido como la ‘esponja de

protones’ tal y como se ha mencionado anteriormente.

Los polimeros de PEI son capaces de complejar de forma efectiva moléculas de ADN
de gran longitud, formando particulas esféricas con un diametro cercano a los 100 nm, que son
capaces de transfectar células in vivo e in vitro, ofreciendo ademas una alta proteccion frente al
ataque de nucleasas. Esta proteccidon es mayor en el caso de la PEI ramificada, al formar una
capa protectora mas gruesa sobre el plasmido. Sin embargo, su gran densidad de cargas
positivas también le proporciona una alta toxicidad, la cual es uno de los principales factores
limitantes para su aplicaciéon in vivo. Se ha demostrado que la PEI no complejada induce
muerte celular mediante un proceso de apoptosis. Tras dos horas de exposicion de las células
a la PEI libre, la mayoria de éstas mueren por desestabilizacion de la membrana celular,
mediado por la activacion de la ruta de las caspasas. Sin embargo, esta toxicidad se ve
significativamente reducida mediante la complejacion de la PElI con ADN. Las mayores
eficiencias de transfeccién se obtienen con los polimeros con un peso molecular superior a 25
kDa, ramificados o lineales, aunque la toxicidad mostrada por estos sistemas también es alta.
Los sistemas con un peso molecular inferior a 25 kDa presentan menores niveles de
transfeccion, aunque en este caso su toxicidad es menor que la mostrada por sistemas de
mayor peso molecular. Las PEI de bajo peso molecular forman polyplexes de gran tamano,
cercano a 500 nm de diametro, en los que el polimero interacciona de forma débil con el ADN,
sin llegar a protegerlo de las enzimas del medio, tanto extracelular, como citopladsmico. Ademas
del peso molecular, el grado de ramificaciéon de las PEI también influye en sus propiedades en
el proceso de transfeccion, ya que dada su gran densidad de ramificacion, tiene una mayor

densidad de carga que un polication lineal de igual peso molecular'® 23°,

Otro de los polimeros mas ampliamente estudiados en terapia génica, y utilizado
también como control positivo en estos estudios es la poli(L-lisina) (PLL), cuya estructura se
muestra en la figura 1.2. Debido a su estructura peptidica, la PLL es biodegradable, una
propiedad que la hace especialmente adecuada para utilizaciéon in vivo, aunque la naturaleza

primaria de las aminas le confiere una alta densidad de carga y presenta ciertos niveles de
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toxicidad, principalmente induciendo apoptosiszg. Si se preparan complejos polielectroliticos
con ADN utilizando PLL, éstos seran internalizados por las células con una eficiencia similar a
los formados con PEI, aunque los niveles de transfeccion suelen ser varios 6rdenes de
magnitud inferiores, debido a que la PLL carece de grupos amino capaces de actuar en la
‘esponja de protones’. Para solventar este inconveniente se ha propuesto la inclusion del grupo
heterociclico imidazol en la cadena polimérica, lo cual ha aumentado la eficiencia. Esta alta
eficiencia de transfeccion ha sido atribuida al valor de pK, del heterociclo, cercano a 6, lo que
permite que una gran proporcién de grupos amino estén desprotonados, participando en la
‘esponja de protones’, ayudando al complejo polimero/ADN en el escape del lisosoma. La
modificacién de los grupos amino de polimeros derivados de la PLL usando histidina u otras
estructuras portadoras del anillo de imidazol, han mostrado un incremento significativo en la

expresion del gen marcador en el proceso de transfeccion'® 2>2% 33,

Otra familia de polimeros estudiados en terapia génica son los dendrimeros,
macromoléculas ramificadas con un alto grado de uniformidad, una distribucién muy estrecha
de pesos moleculares y una superficie con una alta densidad de grupos funcionales (figura
1.2). Los primeros trabajos utilizando dendrimeros como vectores no virales en terapia génica
se remontan a 1993, utilizando dendrimeros derivados de poliamidoamina (PAMAM). En afios
posteriores se llevaron a cabo trabajos con otras familias de dendrimeros catiénicos, utilizando
diferentes lineas celulares, obteniendo polyplexes estables en el medio fisiolégico y buenos
resultados de transfeccion, incluso en experimentos ex vivo. Desde entonces se han llevado a
cabo numerosos ensayos con diferentes tipos de dendrimeros, observandose cémo el grado de
compactacion de los grupos funcionales en superficie, la estructura del nucleo, la generacion
del dendrimero, asi como la naturaleza de los grupos funcionales en superficie, son
determinantes para su eficiencia de transfeccion. Respecto a su biocompatibilidad, se ha
observado que los dendrimeros PAMAM muestran mejores resultados de biocompatibilidad

que los dendrimeros derivados de la polipropilenimina (PP1)*®*".

Finalmente, otro de los polimeros catiénicos estudiados en terapia génica, y cuya
aplicacion seria muy interesante debido a su origen natural, es el quitosano (figura 1.2). El
quitosano es una familia de aminopolisacaridos lineales formados por unidades de N-acetil-D-
glucosamina y D-glucosamina en proporcidon variable, unidas por enlaces [1-4, obtenida
mediante desacetilacion alcalina de la quitina, el segundo polisacarido natural mas abundante.
El quitosano es un compuesto no téxico por via oral, por lo que ha sido utilizado como aditivo
en la industria alimentaria durante afios. Dependiendo de su peso molecular y grado de
desacetilacion puede formar complejos estables con ADN con un tamafio de particula cercano
a 100 nm. Utilizando quitosano de peso molecular en el rango entre 30 y 170 kDa, y un alto
grado de protonacion se puede obtener una eficiencia de transfeccion similar a la obtenida con
PEI. Sin embargo, el quitosano es incapaz de intervenir en la ‘esponja de protones’ ya que

presenta aminas alifaticas primarias. Se cree que su liberacién del endosoma es debida a su
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degradacion en unidades mas pequefias mediante enzimas lisosomales, incrementando la
presion osmoética en el interior del lisosoma, provocando la rotura de éste y la consiguiente
liberacion del ADN en el citoplasma, haciendo este proceso de liberacion de material genético

con estos sistemas mas lento que con otros polimeros™.

Todos estos polimeros aminados cationizables presentan una alta densidad de carga y
una citotoxicidad inherente asociada a la misma, la cual limita también su eficiencia en
transfeccion. Una de las principales estrategias llevadas a cabo para reducir la citotoxicidad y
aumentar la eficiencia de transfeccion ha sido la conjugacion de estos polimeros aminados, con
polimeros neutros, biocompatibles e hidrosolubles como el polietilenglicol (PEG). Mediante la
conjugacion del PEG sobre polimeros preformados, o anclaje sobre las aminas libres de
polyplexes previamente formados se han logrado particulas con un diametro aproximado de
100 nm, una carga superficial cercana a la neutralidad, y una mayor vida media en el torrente
sanguineo. Sin embargo, se ha observado que la presencia del PEG a veces dificulta la

internalizacion celular y el escape del lisosoma™® *%.

Otros disefios que incorporan polimeros o entidades neutras anfifilicas a las poliaminas
son aquellos que incorporan bloques o injertos de polimetacrilamida de hidroxipropilo (poli-
HPMA) o unidades de ciclodextrina (CD), cuyas unidades precursoras polimerizables han sido

usadas en este trabajo.

1.1. Disefio propuesto en este trabajo

Todos los ejemplos mencionados antes son poliaminas o derivados de poliaminas
preformadas con otros polimeros neutros biocompatibles o con unidades de CD. Existe, sin
embargo, otra estrategia que esta siendo explorada por nuestro grupo de trabajo, se trata de
una estrategia ‘bottom-up’ basada en la elecciébn adecuada de mondmeros precursores
portadores de diferente funcionalidad seguida de su copolimerizacion. Esta estrategia permite
incorporar en una sola cadena unidades complementarias optimizando la interaccion entre
ambas estructuras, y ademas permite modular de forma muy simple la carga de cada

componente mediante simple ajuste composicional.

En concreto en este trabajo se han preparado diferentes sistemas de dos componentes
que combinan unidades portadoras de aminas terciarias (capaces de participar en la ‘esponja
de protones’) con unidades complementarias como la metacrilamida de N-(2-hidroxipropilo)
(HPMA) o diferentes unidades glucosidicas que incluyen derivados de CD. Una vez elegidos
los mondémeros, los vectores poliméricos se han obtenido mediante simple polimerizacién
radical convencional. Como mondmeros portadores de grupos catidnicos (o cationizables)

responsables de la complejacion con ADN y por tanto imprescindibles en el disefio, se han
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usado los derivados representados en las figuras 1.3 y 1.4, portadores de dos tipos de aminas
terciarias.

Uno de ellos es la metacrilamida de N-(2-aminoetil) pirrolidina (EPA), un mondmero
derivado de pirrolidina, cuyo grupo amino terciario (ver figura 1.3) se encuentra
mayoritariamente protonado en condiciones fisioldgicas. Este monémero fue sintetizado por
primera vez por nuestro grupo de trabajo43. El homopolimero poli-EPA fue evaluado en cuanto
a su capacidad de complejar ADN, mostrando su capacidad de formar complejos de un tamafo
apropiado para la internalizacién celular, y estables en disolucion, siendo capaz de transfectar
cultivos celulares, mostrando cierto grado de citotoxicidad. En trabajos posteriores de nuestro
grupo de investigacién““, se sintetizaron telomeros de EPA, oligdmeros obtenidos mediante la
utilizacion de cisteamina como agente de transferencia durante el proceso de polimerizacion.
Estos telomeros mostraron niveles de transfeccidon significativamente superiores a los
obtenidos con poli-EPA de alto peso molecular, probablemente debido tanto a su menor peso
molecular, como a la presencia del grupo amino primario terminal formado como consecuencia
de la utilizacion de la cisteamina. En este estudio de evaluacion de derivados de EPA, ademas,
se exploraron como vectores copolimeros estadisticos de EPA con el mondmero neutro e
hidrosoluble dimetilacrilamida (DMA), dando lugar a sistemas con mayores niveles de
transfeccion que el homopolimero poli-EPA, aunque incapaces de superar los niveles de
transfeccion del control positivo PLL y de los telomeros de EPA. Este estudio preliminar de
copolimeros estadisticos de EPA y DMA debe de considerarse como un antecedente del
estudio planteado en esta tesis doctoral, que analiza con mayor profundidad y variabilidad
estructural la relevancia en terapia génica de la combinaciéon estadistica en copolimeros de
estos dos tipos unidades complementarias (la cationizable, incluido el EPA de la figura 1.3, y la
neutra). En las siguientes parrafos y figuras se detallan las estructuras monoméricas

precursoras elegidas para este estudio, comenzando con las cationizables.

O
H

N?
O
Figura 1.3. Estructura quimica de la metacrilamida de N-(2-aminoetil) pirrolidina (EPA).

Ademéas del EPA, en este trabajo se han sintetizado y caracterizado otros dos
monomeros cationizables, derivados de la triamina dentritica N,N,N’,N’-tetraetildietilentriamina
(TEDETA), que han sido sintetizados por primera vez en esta tesis (figura 1.4), mediante una
reaccion selectiva de adicibn de Michael sobre entrecruzantes diacrilicos asimétricos

metacrilato-R-acrilato o metacrilato-R’-acrilamida. Esta adicién selectiva se debe a que los
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grupos acrilato y acrilamida son mejores aceptores de Michael que los metacrilatos, aceptando

448 Cuando se utilizan aminas como

nucledfilos débiles como los grupos amino o tiol
nucledfilos, hay un aspecto a tener en cuenta en esta reaccién, ya que su adiciéon sobre grupos
acrilato da lugar a un B-amino éster sensible a la hidrolisis en medio acuoso®*. Sin embargo,
su adicion sobre grupos acrilamida da lugar a un grupo amida estable. De este modo la
estabilidad o degradabilidad de la molécula, puede ser definida mediante la utilizacién de un

grupo acrilato o acrilamida como aceptor de Michael.

)
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Figura 1.4. Representacién esquematica de los mondémeros acrilicos derivados de la amina

dendrénica TEDETA sintetizados y estudiados en la presente tesis doctoral.

La polimerizaciéon radical de estos nuevos metacrilatos derivados de TEDETA dara
lugar a un producto muy atractivo en campos como la polimerizacion controlada mediante Atom
Transfer Radical Polymerization (ATRP), ya que TEDETA es un conocido ligando en ATRP y
que puede ser utilizado para eliminar catalizadores metalicos, como el cobre, del medio de
reaccion®’. En el presente trabajo, se han sintetizado en primer lugar los mondémeros, y
después se han polimerizado, mediante una aproximacién ‘bottom-up’ que proporciona una
gran flexibilidad para el disefio de macromoléculas, ya que las propiedades de las cadenas
poliméricas pueden ser moduladas mediante la proporcion de los mondmeros utilizados.
Ademas, estos sistemas han mostrado poseer una doble sensibilidad: ademas de la
dependencia con el pH asociada a la (des)protonacion de la amina, estos sistemas han
mostrado termosensibilidad negativa en agua, disminuyendo su solubilidad en medio acuoso al
aumentar la temperatura y precipitando cuando alcanzan una temperatura critica, denominada
lower critical solution temperature (LCST)*.

Como se ha mencionado, aminas terciarias como las propuestas en las figuras 1.3y 1.4,
ademas de proporcionar la carga positiva necesaria para la interaccién electrostatica con el

ADN vy de exhibir una toxicidad reducida si se compara con aminas primarias y secundarias,
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pueden tener un papel clave tras la internalizacion celular de los polyplexes, mediante su

participacion en la ‘esponja de protones’.

Siguiendo con el disefio ‘bottom-up’ propuesto para este trabajo, se han elegido
ademas de las unidades cationizables, diferentes unidades neutras. En concreto se han
seleccionado el HPMA, y derivados estirénicos portadores de a-glucosa y B-CD, en sus formas

hidroxilada y permetilada.

El HPMA, cuya estructura se muestra en la figura 1.5, es un monémero ampliamente
estudiado en aplicaciones biomédicas desde que fuera aplicado por primera vez en los afios 70
en forma de homopolimero con el objetivo de desarrollar un expansor de plasma, denominado
Duxon. Los primeros copolimeros de HPMA fueron desarrollados por Kopecek et al. y han sido
ampliamente investigados, debido a su solubilidad en agua y a su caracter no téxico, en
liberacion controlada de farmacos. En la literatura se pueden encontrar numerosos ejemplos de
cémo los sistemas de liberacién de farmacos basados en este monémero presentan una alta
vida media en el torrente sanguineo. La gran versatilidad de estos copolimeros permiten la
creacion de conjugados con una amplia variedad de farmacos, tales como los taxanos,
campotecinas, dexametasona, asi como con anticancerigenos como doxorubicina. Algunos de
estos tratamientos se encuentran actualmente en fases avanzadas de estudios clinicos. Estos
estudios han demostrado que los conjugados polimero-farmaco pueden ser administrados por
via parenteral de forma segura, demostrando actividad anticancerigena. En los ultimos afios, y
debido a estos buenos resultados, se ha comenzado a estudiar este polimero también para su
posible aplicacion en vectores no virales en terapia génica, principalmente mediante su
conjugacion con poliaminas como PLL. En la literatura se pueden encontrar varios ejemplos de
coémo copolimeros de bloque con péptidos de lisina e histidina han permitido obtener sistemas
con una biocompatibilidad significativamente incrementada, manteniendo, e incluso mejorando,

su eficiencia de transfeccion® .

HN

HO

Figura 1.5. Estructura quimica de metacrilamida de N-(2-hidroxipropilo) (HPMA).

Por otra parte, en este trabajo se ha combinado también la unidad EPA portadora de
amina con diferentes derivados estirénicos portadores de a-glucosa y B-CD en sus formas
hidroxilada y permetilada, monémeros que han sido sintetizados para este trabajo por el Grupo

de Quimica Organica Bioldgica del IQOG-CSIC. Las CD son una familia de oligosacéaridos
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ciclicos obtenidos a partir del almidén, aprobados por la FDA, y ampliamente utilizados en la
industria farmaceéutica y alimentaria. La estructura de todos los derivados glicosidicos derivados
de glucosa y CD ha sido representada en la figura 1.6. La incorporacion de estos restos
laterales glicosidicos en la cadena polimérica puede tener un papel relevante en la
internalizaciéon ya éstos pueden interaccionar con la membrana, como por ejemplo la glucosa
que puede reconocer especificamente con lectinas de membrana. En cuanto a la permetilacion,
el uso de glucosa permetilada y otros sacaridos apolares es un campo muy novedoso que se
esta empezando a explorar. Se ha descrito muy recientemente su uso en la transfeccion de
ARN interferente (siRNA)78. Por otra parte, en los ultimos afios se han publicado numerosos
trabajos utilizando polimeros catiénicos conjugados con CD como vectores no virales en
terapia génica65. Estos trabajos se han llevado a cabo mediante diversas aproximaciones, que
incluyen tanto su anclaje a polimeros cationicos preformados, como PEl o dendrimeros
PAMAM® ® " asi como su derivatizacion para obtener mondmeros difuncionales a partir de
ellas, que son copolimerizados con otros mondémeros difuncionales, como las poliamidas,

obteniendo polimeros lineales que incluyen las unidades de CD en la cadena principalsz'gs. P

or
ultimo, otra estrategia ampliamente estudiada consiste en utilizar el anillo oligosacaridico como
nucleo de polimerizacién para obtener polimeros ramificados mediante una sintesis

divergente®®’

. Esta inclusiéon de CDs ha permitido obtener copolimeros que presentan menor
toxicidad que el polication de origen. A diferencia de estos ejemplos de uso de las CDs, en la
presente tesis doctoral, tanto el anillo oligosacaridico de B-CD como las unidades de a-glucosa
han sido derivatizados con un grupo estirénico polimerizable, lo que permite su facil
copolimerizacion con los mondmeros metacrilicos cationizables mencionados anteriormente,
obteniendo copolimeros que contienen los dos tipos de estructuras distribuidas
estadisticamente a lo largo de las cadenas. Esta aproximacion bottom up usada en esta tesis,
basada en la copolimerizacion de monémeros complementarios y que ha sido poco descrita en
la bibliografia para la combinacién estructural mencionada en esta aplicacion, proporciona
estructuras en las que la distribucion de secuencias es muy diferente de las estructuras de

injerto o bloque mas reportadas en la literatura.

Otra particularidad del anillo oligosacaridico de las CD es que puede formar complejos
de inclusidon con pequefios compuestos hidrofébicos, como el adamantano que quedan
incluidos dentro de la cavidad de la CD. Esta capacidad puede permitir modificar la superficie
de los complejos polielectroliticos sin interferir en las interacciones polimero/ADN ni modificar la

morfologia de éstos®™ "

En relacién con las propiedades de esta cavidad, las CD no
permetiladas son capaces de extraer fosfolipidos y colesterol de membrana, pudiendo llegar a
causar la desestabilizacion de la membrana celular, y por tanto la muerte de las células
expuestas a ellas durante periodos de tiempo prolongados. En ensayos realizados con
hematies, se ha observado que una exposicion prolongada de éstos a B-CD provoca su lisis, y
la consecuente liberacion de hemoglobina al medio de cultivo. En este contexto, se ha descrito

que la forma permetilada de B-CD es mas eficiente que la no permetilada extrayendo
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colesterol. Todas estas interacciones estan relacionadas con la cavidad del anillo
oligosacaridico, siendo ademas interacciones no especificas con los componentes de
membrana, aunque este proceso parece depender de la naturaleza de la membrana’®"®. En
cualquier caso, estan aprobadas por la FDA y debido a su posible interacciéon con la membrana
serd interesante estudiar como afectan unidas lateralmente a una cadena polimérica en la
funcionalidad de complejos en terapia génica. También ha sido demostrado que este derivado
permetilado de B-CD permite la estabilizacién de nanoobjetos”, lo cual puede ser de interés

para la estabilizacién de los complejos con ADN.

Por tanto, se han preparado las estructuras de la figura 1.6, con el fin de estudiar
comparativamente la influencia en transfeccion y citotoxicidad de la incorporacién a los
vectores de ciclos glicosidicos en forma de monosacaridos o en forma de estructuras

complejas tipo B-CD, asi como evaluar la importancia de la permetilacibn en ambas

estructuras.
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Figura 1.6. Estructura quimica de los diferentes mondémeros estirénicos derivados de las formas

hidroxilada y permetilada de la B-CD y la a-glucosa.
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Se ha mencionado a lo largo de esta Introduccion que en este trabajo se han preparado
y estudiado copolimeros estadisticos de dos componentes, uno portador de amina cationizable
y otro neutro portador de funcionalidades complementarias. En la literatura se pueden
encontrar numerosos ejemplos que combinan estos dos tipos de estructuras pero en la mayoria
de ellos, estas se combinan en estructuras de injerto o bloque a partir de polimeros
preformados de al menos alguno de los dos componentes. Para ilustrar las diferencias entre los
dos tipos de combinaciones, en la figura 1.7 se muestran esquematicamente dos secuencias
correspondientes a dos copolimeros de bloque y estadistico con la misma cantidad relativa de
unidad cationizable y HPMA (tomado como ejemplo), que corresponderian respectivamente a
uno de los ejemplos de la literatura y a uno de los vectores estudiados en este trabajo. La
distribuciéon de unidades de ambos ejemplos, que es completamente diferente, influenciara la
interaccion entre ambos componentes asi como en la interaccién del conjunto con el medio, en
aspectos como la citotoxicidad intrinseca de los policationes debida a su interaccién con la
membrana celular, o la estabilizacién de los complejos con ADN. Este ultimo punto influye en
interacciones electrostaticas con componentes sanguineos y en el tiempo de residencia en

plasma, ademas de en la liberacion intracelular>6: 30. 43, 88-89,

A® ® © ® @ ® Gy OH OH OH OH OH

b)® OH ® (|)H(J'r) (|)H® OH OH ® OH

L] | | TTTT

Figura 1.7. Representacion esquematica de la distribucion en la cadena polimérica de unidades

monomeéricas con carga positiva y unidades neutras en copolimeros de bloque (a) y copolimeros

estadisticos como los preparados y evaluados en esta tesis (b).

Finalmente, la aproximacién ‘bottom-up’ no solo ofrece una distribucién estadistica
diferente de la de bloque o injerto, sino que proporciona una enorme versatilidad y flexibilidad
en la sintesis de nuevos sistemas poliméricos ya que se pueden preparar sistemas
polifuncionales casi a medida mediante la apropiada eleccion de mondémeros precursores y su

relacién molar en la copolimerizacion.
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1.2. HipGtesis y objetivos de esta tesis

Este trabajo parte de la hipdtesis de que la distribucién estadistica de unidades que se
obtiene mediante la copolimerizacion de especies neutras, biocompatibles e hidrosolubles, con
monomeros catidnicos 6 cationizables portadores de aminas terciarias, y por tanto capaces de
formar complejos polielectroliticos con acidos nucleicos e introducir este material genético en
las células vivas, puede tener una influencia en el balance transfeccion-citotoxicidad de los

polyplexes derivados de dichos copolimeros.

Los objetivos concretos de este trabajo son:

1. Disefnar, sintetizar y caracterizar mondmeros catiénicos portadores de aminas
terciarias, asi como mondémeros neutros e hidrosolubles.

2. Obtener y caracterizar sistemas copoliméricos estadisticos de dos componentes
utilizando diferentes proporciones molares de mondémeros elegidos de las dos
familias mencionadas (sistemas cationizables y neutros), mediante copolimerizacion
radical convencional.

3. Evaluar su posible aplicacion como vectores no virales en terapia génica,
determinando su capacidad de complejar ADN, asi como su citotoxicidad y eficiencia
de transfeccion in vitro, y relacionar sus resultados en este tipo de aplicaciones con

su estructura y propiedades.
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2. Sintesis y caracterizacion de mondémeros y polimeros

2.1. Introduccion

Como se ha mencionado en la Introduccion general de esta tesis, en este trabajo se
han preparado vectores poliméricos de dos componentes portadores de aminas terciarias
cationizables y de unidades neutras complementarias (HPMA y derivados glucosidicos). Dichos
vectores se han obtenido mediante copolimerizacion radical convencional de mondémeros
precursores de dichas unidades, los cuales han sido cuidadosamente elegidos y preparados
(en el caso de los derivados glucosidicos en colaboraciéon con un grupo complementario). Es
decir, en este estudio el peso del disefio estructural recae en dichos monémeros precursores.
Su copolimerizacion posterior, muy simple, da lugar a copolimeros estadisticos en los que las
diferentes unidades se distribuyen a lo largo de la cadena de acuerdo fundamentalmente a su

relacién molar en alimentacién y a la reactividad de los monémeros durante la polimerizacion.

En la figura 2.1 se muestran los diferentes monémeros precursores asi como los
procesos de copolimerizacion y las estructuras copoliméricas preparadas. Se han usado dos
tipos de mondémeros precursores portadores de aminas terciarias, la metacrilamida de N-(2-
aminoetil) pirrolidina, EPA (cuya sintesis ya ha sido descrita previamente por nuestro grupo1), y
Ta, un derivado metacrilico portador de una triamina dendritica sintetizado por primera vez en
este trabajo. Te es un compuesto analogo, pero hidrolizable, usado comparativamente como se

menciona mas adelante.

En primer lugar se han preparado y evaluado comparativamente copolimeros de las dos
unidades cationizables estables con HPMA, poli(EPA-co-HPMA) y poli(Ta-co-HPMA), utilizando
diferentes proporciones molares de cada mondémero, asi como los correspondientes
homopolimeros poli-EPA y poli-Ta. Dada la naturaleza dendritica de Ta y su alta carga de
amina terciaria, se han disefiado relaciones molares de ambos sistemas comparables desde el
punto de vista de carga molar de amina. Estos sistemas seran analizados en paralelo con el
objetivo de estudiar la influencia que la copolimerizacion de estas entidades catidnicas con el
monomero neutro HPMA posee en las propiedades de estos polimeros, tanto a nivel quimico,
como su influencia en su capacidad de complejar ADN, su eficiencia de transfeccion y
citocompatibilidad in vitro. Al mismo tiempo también se ha sintetizado un derivado portador de
la unidad degradable Te que sera estudiado comparativamente para evaluar la influencia de la
degradacion en la actividad. De aqui en adelante, los polimeros portadores de Ta 6 Te seran

denominados en ocasiones como polimeros dendrénicos.

Por otra parte también se han sintetizado diferentes copolimeros con los monémeros
glucosidicos CDSt, MCDSt, GLCSt y MGLCSt, con el objetivo de evaluar estos copolimeros

(denominados a partir de ahora como polimeros glucosidicos) como posibles vectores no
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virales con aplicacion en terapia génica, determinando tanto su eficiencia de transfeccion como
su citocompatibilidad. Se ha elegido para este estudio la unidad cationizable EPA debido a su
mayor simplicidad estructural, la cual permitira analizar de forma mas sencilla la influencia de
las diferentes unidades glucosidicas. El gran volumen de los derivados de CD hace que sus
derivados monoméricos se hayan usado en porcentajes molares bajos, siendo las
composiciones molares mas representativas aquellas que incorporan un 5y un 10% molar de
CD. Para los derivados de glucosa en cambio se han preparado copolimeros en todo el rango

de composiciones con el fin de poder hacer un analisis comparativo global.
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Figura 2.1. Esquema de la estructura de los monémeros y de la preparacion de los copolimeros
estudiados en este trabajo.

La sintesis de EPA y HPMA se ha descrito con anterioridad en la literatura. Los
derivados glucosidicos han sido preparados y suministrados por el grupo de Quimica Organica
Biolégica (QOB) del IQOG-CSIC, un grupo experto en quimica de azucares con los que se
mantiene una colaboracion estable desde hace varios afios. De hecho el uso del monémero
MCDSt fue descrito por primera vez por nuestro grupo y el mencionado QOB en la preparacion
de catalizadores derivados de prolina®. Los otros mondmeros glucosidicos, GLCSt, MGLCSt y
CDSt, en cambio, no han sido descritos previamente en la literatura y se han preparado
expresamente para este trabajo de tesis. Los derivados Ta y Te son también compuestos
inéditos descritos por primera vez en este trabajo, y han sido sintetizados por nuestro grupo.

Ambos monémeros (Ta y Te) son derivados metacrilicos de la triamina dendritica N,N,N’,N’-

24



2. Sintesis y caracterizaciéon de monémeros y polimeros

tetraetildietilentriamina (TEDETA), un conocido ligando en ATRP y quelante de metales, que
han sido sintetizados mediante una reaccion selectiva de adicion de Michael sobre
entrecruzantes diacrilicos asimétricos (figura 2.2). Como se ha mencionado antes, la adicion
de una amina sobre un grupo acrilato da lugar a un B-amino éster sensible a la hidrdlisis en
medio acuoso®®, mientras que su adicion sobre grupos acrilamida da lugar a un grupo 3-amino
amida estable. En la figura 2.2 si X=0, obtenemos un compuesto hidrolizable, denominado Te
en este trabajo, mientras que si X=NH, obtenemos un compuesto estable en medio acuoso,

que hemos denominado Ta.

_— /\N
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W o= I

X
2 X
o {
fe) @]
(0]
Te (X=0)

Ta (X=NH)

TEDETA

Figura 2.2. Representacién esquematica de la adicion de Michael selectiva de la amina
dendrénica N,N,N’,N’-tetraetildietilentriamina (TEDETA) sobre dos compuestos diacrilicos asimétricos. Los
productos obtenidos han sido denominados Ta en el caso de que X=NH, siendo este compuesto estable
en medio acuoso, mientras que en el caso de que X=0, el compuesto sensible a la hidrdlisis se ha

denominado Te.

La estructura dendritica lateral de Ta y Te puede ser considerada similar a los bloques
internos de PEI hiperramificada, el cual es, como se ha comentado en la Introducciéon general
uno de los vectores poliméricos con mas trayectoria. La naturaleza terciaria de las tres aminas
del bloque dendritico de Ta y Te pueden participar como se ha comentado en el fenédmeno de

la ‘esponja de protones’.

Hay un ultimo aspecto resefable de los polimeros derivados de estas unidades Ta y
Te, y es que han mostrado termosensibilidad tipo lower critical solution temperature (LCST)
dependiente del pH. Este comportamiento es similar al que se ha descrito para los polimeros
derivados del metacrilato de dietilaminoetilo (DEAEM), del metacrilato de dimetilaminoetilo
(DMAEM), o del metacrilato de etilpirrolidina (EPyM) (ver figura 2.3), unas estructuras mas
simples pero muy relacionadas pues poseen un bloque de trietilamina o trimetilamina en su
estructura, analogo a los de Ta y Te. Estos polimeros derivados de DEAEM, DMAEM o EPyM,
a pH igual o superior a su pK,, han mostrado poseer una termosensibilidad negativa en agua,

disminuyendo su solubilidad en medio acuoso aumentar la temperatura, precipitando cuando
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alcanzan una temperatura critica, la LCST. Por debajo de esta LCST las interacciones entre el
polimero y el agua estan favorecidas, pero al aumentar la temperatura, las interacciones entre
las cadenas de polimero se vuelven mas intensas, y el sistema se convierte en hidrofébico.
Fisicamente esta transicion se manifiesta como el paso de una estructura en ovillo, hacia una

estructura globular®"!

. Poli-DEAEM, el polimero estructuralmente mas cercano, tiene un pK,
cercano a 7,5 y un valor de LCST dependiente del pH; habiéndose descrito LCSTs cercanas a

40 °C a pH 77",

N/
- O /
poli(EPyM) poli(DEAEM) poli(DMAEM)

Figura 2.3. Representacion esquematica de las unidades repetitivas del poli metacrilato de
etilpirrolidina, poli(DMAEM), el polimetacrilato de N,N-dietilaminoetilo, poli(DEAEM), y el polimetacrilato de
N,N-dimetilaminoetilo, poli(DMAEM).

2.1.1. Copolimerizacién radical

Como se ha mencionado anteriormente, en la presente tesis doctoral se ha abordado la
sintesis de los copolimeros de estudio mediante una aproximacion ‘bottom-up’, en la que se ha
aplicado un gran esfuerzo en el disefio y sintesis de mondmeros que ofrecieran las
propiedades deseadas, y éstos fueron posteriormente copolimerizados en diferentes fracciones
molares, mediante un proceso sencillo como es la polimerizacion radical convencional. Es de
destacar que muchos de los mondmeros usados en este trabajo, algunos descritos aqui por
primera vez, son precursores muy inusuales en quimica macromolecular debido a su
multifuncionalidad (Ta, Te), a su volumen (MCDSt, CDSt) o a su implicacién biologica
(derivados de glucosa). Estas particularidades en volumen y funcionalidades también pueden

tener su implicacion en la propia reaccién de polimerizacion radical.

La polimerizacidon radical consiste en una polimerizacion en cadena en la que las
especies activas son radicales libres. Los radicales son moléculas organicas que contienen un
electréon desapareado y que generalmente se consideran especies inestables y reactivas. Los
monomeros sintetizados en esta tesis pertenecen al grupo de los acrilicos, en los que la

polimerizacion se produce por adicion al doble enlace que presenta el grupo acrilico.
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Entre los diferentes tipos de polimerizacién en cadena, la polimerizacion radical
convencional es el proceso mas utilizado desde el punto de vista de la produccién industrial, ya
que es una técnica relativamente facil, que no requiere una purificacion exhaustiva de reactivos
(excepto la eliminacion de oxigeno disuelto) y generalmente da lugar a polimeros de peso
molecular suficientemente alto en condiciones relativamente suaves, con temperaturas de
polimerizacion entre ambiente y 200 °C. Se puede aplicar en diferentes procesos como en
masa, en disolucién, en suspension o en emulsién. En este trabajo se ha usado la

polimerizacién en disolucion para la obtencion de los polimeros lineales de estudio.

Propagacion

Iniciacion M M Terminacion
> Ini® — comeeeeeeeees = — P® oo P,
T Transferencia
|
M M
e -— «— T9+ P,
(N 1

Figura 2.4. Etapas de la polimerizacion radical, donde Inie=centro activo primario, P,e=centro
activo en crecimiento, P,=cadena ‘muerta’ de polimero, T=agente de transferencia, Te=centro activo en

crecimiento tras la transferencia.

El proceso consta de tres etapas: iniciacion, propagacion y terminacion, a las cuales hay
que sumar la posibilidad de la reaccién de transferencia. Las etapas se resumen en el
esquema de la figura 2.4. La etapa de iniciaciéon consiste en la rotura homolitica de un iniciador
que genera radicales libres por via térmica, fotoquimica o por reacciones tipo redox. Este
proceso necesita de algun tipo de aporte energético, que en este trabajo es de tipo térmico.
Estos radicales primarios pueden originar una reaccion en cadena, habitualmente rapidisima,
en la que se adicionan de forma sucesiva hasta miles de moléculas de mondmero, en la etapa
denominada propagacion. Esta reaccion en cadena es la etapa definitoria de la polimerizacion
y tiene lugar hasta que por algun motivo el extremo activo se desactiva, formandose una
cadena ‘muerta’ o desactivada que forma parte del material final. Una de las posibilidades de
desactivacion es mediante reaccién birradicalaria de dos macrorradicales, en la llamada etapa
de terminacién. La reactividad de esta reaccion radicalaria es altisima, y por tanto es una
desactivacion intrinseca a este tipo de polimerizacion, pues los radicales son los protagonistas

de la reaccién y deben estar presentes en el medio de reaccion’.

En esta etapa de terminacion los macrorradicales involucrados se desactivan y no se
produce ningun otro hecho que influya en la reaccion. Hay otra posibilidad de desactivacion
mecanisticamente muy diferente, la transferencia, en la cual una cadena en crecimiento se

desactiva al reaccionar con un compuesto T (agente de transferencia) pero en este caso en el
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proceso se forma un nuevo radical derivado de T capaz de reiniciar un nuevo proceso de
reaccion en cadena. Este proceso de transferencia es muy comun en polimerizacion radical
convencional y en realidad cualquier especie presente en el medio, como el disolvente o el
propio monémero, puede actuar como agente de transferencia, Obviamente, a mayor extension

del proceso de transferencia, menor sera el peso molecular final de las cadenas poIiméricas”.

La mayoria de los sistemas evaluados en este trabajo son copolimeros portadores de
dos unidades diferentes, los cuales se han obtenido mediante polimerizacion radical simultanea
de los dos mondémeros precursores (figura 2.5), es decir, mediante copolimerizacion. La
polimerizacién simultanea de dos o mas mondmeros da lugar a copolimeros estadisticos,
llamados asi porque la distribucion de unidades a lo largo del esqueleto macromolecular

obedece alguna ley estadistica'’ (figura 2.6).

0 cirpolimerizacion 3 o a L o (i o o - :\—JD

O copolimeras estadisticos
2

Figura 2.5. Representacion esquematica de una copolimerizaciéon simultanea de dos monémeros

y de la formacién de una cadena de polimero estadistico.

Esta distribucién estadistica esta relacionada obviamente con el modelo de propagacion,
es decir, con el modo en que se incorporan los dos componentes a las cadenas durante la
propagacion. El modelo de propagacion histéricamente mas utilizado ha sido el terminal®, que
es el que considera que la reactividad del macrorradical en crecimiento depende de la
naturaleza de la unidad terminal (figura 2.6). Durante muchos afnos se pens6 que la mayoria
de las copolimerizaciones binarias se regian adecuadamente por el modelo terminal, a pesar
de ciertas discrepancias a la hora de predecir parametros de velocidad de reaccién. Sin
embargo, desde los experimentos pioneros de Fukuda en 1985" (medida de constantes
absolutas), hoy dia esta aceptado que en la gran mayoria de copolimerizaciones el modelo
fisicamente valido para explicar la totalidad de la reaccién es el penultimo (figura 2.6), el cual
considera que la reactividad del macrorradical estd definida no sélo por la naturaleza de la
unidad terminal, sino también por la de la pendltima. Sin embargo, es un modelo dificil de usar
y a nivel composicional la reaccion se suele describir adecuadamente usando el modelo
terminal. De esta manera, aunque el modelo penultimo es fisicamente valido, se sigue

utilizando el terminal para describir composicionalmente la reaccion®.

Dentro del modelo terminal, si para una copolimerizacion binaria de 7y 2 se toma como
ejemplo el macrorradical en crecimiento acabado en 1, éste tendra diferente reactividad hacia
cada uno de los dos mondmeros. Si es mas reactivo hacia 1, significa que serd mas probable
encontrar la secuencia 17 que la 712 en la cadena polimérica. Por tanto, este modelo de

propagacion da lugar a cadenas cuya distribucion de unidades sigue una estadistica de Markov
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de orden 1: la probabilidad de encontrar una unidad depende de la naturaleza de la unidad
vecina. El modelo penultimo en cambio da lugar a una estadistica de Markov de orden 2: la
probabilidad de encontrar una unidad depende de la naturaleza de las dos unidades

inmediatamente vecinas.

de Markov de orden 1

de Markoy de arden 2

peniltima

Figura 2.6. Esquema de dos tipos de macrorradicales mostrando las unidades terminal y

penultima usadas en los correspondientes modelos.

Ya en 1944 Mayo y Lewis®' y otros? llevaron a cabo simultdneamente un desarrollo
cinético basico del modelo terminal para una copolimerizaciéon binaria de dos mondémeros

genéricos 1y 2, de acuerdo al esquema representado en la figura 2.7.

relaciones de reactividad

@/; — @’ ki1

( J
kp2

@/ké — e

Figura 2.7. Posibles reacciones de propagacion y relaciones de reactividad segun el modelo

terminal.

Se definen por tanto dos tipos de macrorradicales, el acabado en 7 y el acabado en 2.
Cada uno de ellos tiene una diferente reactividad con los dos monémeros. Hay por tanto cuatro
posibles propagaciones, cada una de ellas con su constante caracteristica. Para cada
macrorradical se define una ‘relacién de reactividad’ como la relacién de reactividades hacia el
monomero homologo y el heterdlogo (homopropagacion y propagacion cruzada), expresados
como la relacién de constantes. Asi, rq, la relacién de reactividad del macrorradical acabado en
1, viene dado por Kq/kz. Una rq (6 rp) mayor o menor que uno significa que el macrorradical
acabado en 1 (6 2) es mas o menos reactivo hacia el monémero homaélogo 7 (6 2) que hacia el

heterdlogo 2 (6 7).
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Se llego a esta ecuaciéon de composicion del modelo terminal (la llamada ecuacion de

Mayo-Lewis):

d[Ml]: M. ](r[M,]+[M,]) (2.1)
dM,] [M,]([M,]+r[M,])

Donde [M4] y [My] son las concentraciones molares de los monémeros 7y 2. Esta es
una ecuacion diferencial que sélo da informacién de un determinado instante de la reaccién. Se

puede escribir en forma de fracciones molares:

_ R’ +F@-F) (2.2)
'R +2F(1-F)+r,(1-F)

Donde fi=fraccion molar instantanea de i en el copolimero siendo i=1, 2 (f;+f,=1), F=
fraccion molar instantanea de i en la alimentacion (F1+F,=1) y ry y ro= relaciones de reactividad
de los mondmeros 1 y 2 respectivamente. Para un determinado medio de reaccion con una
mezcla de mondmeros dada (F), la ecuaciéon nos dice —conocidos rq; y r,-, como es el
copolimero que se forma en ese instante a nivel composicional (f;). La ecuacion diferencial 7 se
puede integrar obteniéndose una ecuacién que ya es capaz de dar informacién de la evolucién

de la reaccién en funcién del tiempo o de la conversion:

nr,-1

M, ] u)ir)
" -1 —r,+1
1 (rl ) [M 2] r2 +

-r,+1

Donde [Mj], es la concentracion del mondémero i (siendo i=1,2) a tiempo 0. Esta
ecuacidon puede dar una descripcion en funcion del tiempo y ofrece también datos
composicionales promedio del acumulado de copolimero, es decir, del conjunto de cadenas

formadas hasta una determinada conversion.

El software Copol (desarrollado por el Dr. Alberto Gallardo)zs, que es el que se ha
usado a lo largo de este trabajo para describir las reacciones de copolimerizacién —conocidas r4

y rp- utiliza esta ecuacion integrada para llevar a cabo la prediccién en funcién de la conversion.

En este capitulo se ha llevado a cabo un analisis tedrico (usando Copol) de las
diferentes copolimerizaciones a partir de relaciones de reactividad de sistemas analogos
tomadas de la literatura, con el objetivo de describir de forma aproximada la distribucion de

unidades a lo largo de las cadenas y su posible relevancia.
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El programa Copol también da informacion microestructural en términos de fracciones
molares de diadas. El modelo terminal permite describir instantaneamente las fracciones
molares de cualquier secuencia utilizando las probabilidades condicionales: Las probabilidades
condicionales p; y p; para la adicion de los monémeros i 6 j a una cadena en crecimiento
terminada en ~M,; (i,j=1,2), vienen dadas por las relaciones de las velocidades de propagacion

(ecuaciones 2.4y 2.5):

_ Ry kii[Mi] _ fi (2.4)
pii_Rii+Rij_kii[Mi]+kij|.MjJ_ri+|.MjJ/Mi -
p; =1-p; (2.5)

donde [M4] y [M,] son las concentraciones de mondmero en la alimentaciéon. Ademas la
fraccion molar instantanea de cualquier secuencia es igual a la probabilidad de que exista la
primera unidad (f, fraccidon molar en el copolimero) multiplicada por la correspondiente
probabilidad condicional. Por ejemplo, la fraccion molar de las diadas basadas en i seria

(ecuaciones 2.6 y 2.7):

Fi = fi Pii (2.6)
Fii =2fp; 2.7)

La fraccion molar de la secuencia esta relacionada con la poblacion de la secuencia y
por lo tanto con la microestructura (distribucién de secuencias). El programa Copol hace una
aproximacién a conversion 100% de la fraccion molar acumulada utilizando una integracion

numérica simple de los datos instantaneos.
2.2. Materiales y métodos

2.2.1 Reactivos

1-amino-2-propanol (Aldrich), 2-aminoetanol (Aldrich), 2-(metilamino)etanol (Aldrich),
nitrobenzoxadiazol (Aldrich), cloruro de acriloilo (Aldrich), N-(2-aminoetil) pirrolidina (ABCR),
dietilamina (Aldrich) y trietilamina (Scharlau) fueron utilizados sin purificacion previa. El iniciador
radicalario AIBN (2,2-azobisisobutironitrilo) (Fluka), fue recristalizado en metanol. Cloruro de
metacriloilo (Fluka), cloruro de acriloilo (Aldrich) y metacrilato de 2-hidroxietilo, HEMA (Aldrich),

fueron destilados justo antes de su utilizacion.
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2.2.2 Sintesis de intermedios y monémeros

En este apartado se detalla la sintesis de los monémeros sintetizados y estudiados
para este trabajo, asi como la asignacion de las sefiales obtenidas tras su analisis mediante
RMN de protdon. Los correspondientes espectros de RMN se muestran en el Anexo de la

presente tesis doctoral.
Metacrilamida de N-(2-aminoetil) pirrolidina (EPA)

Para la obtencion de este monémero cationico, siguiendo el protocolo desarrollado por
D. Velasco et al.' se disolvieron 44 mmoles de N-(2-aminoetil) pirrolidina y 44 mmol de
trietilamina, en 40 mL de cloroformo. A esta disolucion, se le afiadi6 mediante goteo con un
embudo de adicién, una disolucion de 48 mmoles de cloruro de metacriloilo en 10 mL de
cloroformo seco. Todo este proceso se llevd a cabo en atmdsfera inerte a 0 °C, y la reaccion
fue mantenida en estas condiciones durante 6 horas. Posteriormente se llevd a cabo el lavado
de la mezcla, utilizando H,O y una disolucion de NaOH (5% p/v) alternativamente. A
continuacion se afadio sulfato de magnesio anhidro, y se mantuvo la mezcla en refrigeracion
24 horas. Finalmente se realizé un filtrado por gravedad, y el disolvente fue eliminado mediante

presion reducida, obteniendo el monémero con un rendimiento cercano al 70%..

RMN-'H (D,0, 300 MHz) &: 5,70 (s, 1H), 5,44 (s, 1H), 3,41 (t, 2H, J=6 Hz), 2,67 (t, 2H,
J=6 Hz), 2,58 (m, 4H), 1,92 (s, 3H), 1,77 (m, 4H)

NH,
H

o)
N
—>
N + © 2 EPA

J ¢ @

Figura 2.8. Sintesis de la metacrilamida de N-(2-aminoetil) pirrolidina (EPA).
Metacrilamida de N-(2-hidroxipropilo) (HPMA)

Para la sintesis de este mondémero se siguid el protocolo de K. Ulbrich et al®*, con
pequefas modificaciones. A una disolucién de 66 mmoles de 1-amino-2-propanol y carbonato
sédico anhidro (en saturacién), en diclorometano, se le afiadieron, mediante un embudo de
adicion y en bafo de hielo, 66 mmoles de cloruro de metacriloilo, previamente disuelto en 10
mL de diclorometano. La finalidad de la adicién del carbonato sédico fue obtener un medio

basico, para favorecer la reactividad del grupo amino, frente al grupo hidroxilo, obteniendo de
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esta forma el producto deseado. Tras finalizar la adicion, la mezcla obtenida se mantuvo a 15
°C, en atmosfera inerte y con agitacion, durante 24 horas. Posteriormente la mezcla de
reaccion fue filtrada, y parte del disolvente fue eliminado mediante evaporacion a presion
reducida, dejando el producto disuelto en aproximadamente la mitad del volumen inicial. La
muestra obtenida fue guardada a -20 °C durante 48 horas, para conseguir su cristalizacion, y el
disolvente fue eliminado mediante filtracién a vacio. El producto final fue obtenido con un

rendimento cercano al 60%.

RMN-"H (D,O, 300 MHz) &: 5,71 (s, 1H), 5,46 (s, 1H), 3,95 (m, 1H), 3,29 (m, 2H), 1,94
(s, 3H), 1,18 (d, 3H, J=6 Hz).

OH ©
— 3 HN
NH,  + 0 HPMA
Cl

HO

Figura 2.9. Sintesis de la metacrilamida de N-(2-hidroxipropilo) (HPMA).
Metacrilato de 2-(acriloilamino)etilo (AAEMA)

Para la sintesis de este compuesto se siguié el protocolo de D. Demirgoz et al®. El
compuesto fue sintetizado en dos pasos. En el primero se disolvieron 20 mmol de hidrocloruro
de 2-aminoetanol en 200 mL de acetonitrilo. Tras la adicion de 200 mg de hidroquinona como
inhibidor, se anadieron 20 mmol de cloruro de metacriloilo a la mezcla, que fue calentada
durante 2 horas a reflujo. Tras enfriar, el precipitado blanco, correspondiente a la sal que no ha
reaccionado, fue eliminado por filtracion. El filtrado fue secado a presién reducida y usado, sin
ninguna purificacion adicional, en el siguiente paso. El rendimiento obtenido en este paso fue
del 45%.

A continuacion, este producto fue disuelto en 300 mL de cloroformo y enfriado hasta
alcanzar 0 °C. En atmdsfera inerte, una cantidad equimolar de cloruro de acriloilo y el doble de
moles de trietilamina fueron afiadidos, y la mezcla de reaccién fue atemperada hasta alcanzar
temperatura ambiente. Tras 3 horas de reaccion, la fase organica fue secada con sulfato de
magnesio anhidro, y el disolvente fue eliminado a presion reducida. La purificacion del producto
fue llevada a cabo mediante una columna de cromatografia usando gel de silice y

diclorometano como eluyente. El rendimiento final fue cercano al 91%.

RMN-"H (CDCls, 300 MHz) &: 6,26 (d, 1H, J=15 Hz), 6,15-6,06 (m, 2H), 5,66-5,57 (m,
2H), 4,26 (t, 2H, J=5,1 Hz), 3,63 (g, 2H, J=5,1 Hz), 1,92 (s, 3H)
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o
HO\/\NH3+CI_ + e} —_ )H‘/ \/\NH3+CI-
Cl 0]

0
= 0
OnSnmgor + _>:o — )H‘/ \/\NJ\/
¥ cl S H  AAEMA

Figura 2.10. Sintesis del entrecruzante diacrilico asimétrico AAEMA.
Metacrilato de 2-(3-(Bis(2-(dietilamino)etil)amino)propanamido)etilo (Ta)

Para la sintesis de este monémero se disolvieron 1,4 mmol de AAEMA y una cantidad
equimolar de TEDETA. A la mezcla de reaccion se afiadid una cantidad catalitica de acido
acético e hidroquinona como inhibidor radicalario. La reacciéon fue mantenida a 100 °C en
agitacion durante 6 horas. Posteriormente se purifico la mezcla mediante una columna
cromatografica empleando gel de alumina, Brockmann II, y diclorometano/metanol 14:1 como

eluyente. Se obtuvo un rendimiento superior al 90%.

RMN-"H (CDCls, 300 MHz) &: 6,13 (s, 1H), 5,52 (s, 1H), 4,19 (t, 2H, J=6 Hz), 3,51 (q,
2H, J=6 Hz), 2,71-2,65 (m, 2H), 2,59-2,47 (m, 16H), 2,36-2,32 (m, 2H), 1,93 (s, 3H), 1,02-0,96
(m, 12H)

)H(O\/\NJJ\/ + \LNJ/ - Oi —
o) H &N N

Figura 2.11. Sintesis del monémero metacrilico denominado Ta.
Metacrilato de 2-(acriloiloxi)etilo (AOEMA)
Este entrecruzante diacrilico asimétrico fue sintetizado siguiendo el protocolo de X. Ma

et al*®. Para sintetizar este compuesto se disolvieron 2,5 g (19 mmol) de HEMA y 2,9 mL (19

mmol) de trietilamina en 13,75 mL de cloroformo. A esta disolucion se le afadié 1,69 mL (19
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mmol) de cloruro de acriloilo, disuelto en 5 mL de cloroformo. La adicion fue realizada a 0 °C,

manteniendo la reaccion durante 24 horas a temperatura ambiente

Para purificar este producto, se disolvié en un volumen mayor de cloroformo, y la fase
organica fue lavada dos veces con una disolucién acuosa (5% p/v) de NaOH. Posteriormente la
fase organica fue secada con sulfato de magnesio anhidro y el disolvente se eliminé a vacio.

Se obtuvo un rendimiento superior al 90%.

RMN-"H (CDCl,, 300 MHz) 5: 6,43 (d, 1H, J=9 Hz), 6,20-6,05 (m, 2H), 5,86 (d, 1H, J=12
Hz), 5,59 (s, 1H), 4,39 (s, 4H), 1,94 (s, 3H)

0]
- @)
O on = _>:o — > )J\[( \/\OJ\/
o Cl o) AOEMA

Figura 2.12. Sintesis del entrecruzante diacrilico asimétrico AOEMA.
Metacrilato de 2-((3-(Bis(2-(dietilamino)etil)Jamino)propanoil)oxi)etilo (Te)

Para la sintesis de este mondmero se disolvieron 1,4 mmol de AOEMA en 5 mL de
cloroformo. A la mezcla de reaccion se afiadié una cantidad catalitica de acido acético e
hidroquinona como inhibidor radicalario. A continuacién se afiadié gota a gota una cantidad
equimolar de TEDETA. La reaccién fue mantenida a 40 °C en agitacion durante 48 horas. La
reaccion fue cuantitativa y el producto final fue utilizado sin ninguna purificacién adicional. Se

obtuvo un rendimiento superior al 90%.

RMN-'H (CDCls, 300 MHz) 5: 6,14 (s, 1H), 5,59 (s, 1H), 4,28 (t, 2H, J=4,5 Hz), 3,86 (,
2H, J=4,5 Hz), 2,82 (t, 2H, J=7,2 Hz), 2,57-2,43 (m, 18H), 1,95 (s, 3H), 1,04-0,98 (m, 12H).

)HO(O\/\OJV + I”I — = -

Figura 2.13. Sintesis del mondémero metacrilico denominado Te.
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Metacrilato de 2-((3-(dietilamino)propanoil)oxi)etilo (Te-modelo)

Para la sintesis de este mondmero se usé la receta del compuesto anterior Te,
utilizando dietilamina en lugar de la amina dendritica TEDETA. El rendimiento de la reaccién

fue superior al 90%.

RMN-'H (CDCls, 300 MHz) &: 6,11 (s, 1H), 5,57 (s, 1H), 4,26 (m, 4H), 2,74-2,69 (m,

2H), 2,59-2,47 (m, 6H), 1,89 (s, 3H), 1,08-0,86 (m, 6H)
io

o
0
O\/\O )J\/ n LNJ S {) Te-modelo
H

5 0

NN

\

Figura 2.14. Sintesis del monémero metacrilico denominado Te-modelo.
Monémeros derivados de a-glucosa y B-ciclodextrina

Estos monémeros fueron suministrados por el grupo de Quimica Organica Bioldgica,
del Instituto de Quimica Organica General (IQOG) del CSIC, con el que se colabora en este
tema. En el Anexo se detalla la ruta de sintesis asi como la correspondiente caracterizacion de

cada uno de estos mondmeros.
2.2.3 Polimerizaciones

Las homo- y copolimerizaciones fueron llevadas a cabo mediante polimerizacion radical
a 60 °C, utilizando AIBN ([I] = 1,5 x 10 mol L'1) como iniciador radical y una [Mondmerojiota= 1
mol L™, utilizando los siguientes disolventes: isopropanol para los copolimeros poli(EPA-co-
HPMA), agual/isopropanol (60:40) para la homopolimerizacién de EPA, mezcla DMF/DMSO
(50:50) para los copolimeros poli(EPA-co-CDSt), y DMF para el resto. Para cada pareja
copolimérica se prepararon diferentes composiciones tal y como se indica en el apartado de
Resultados y discusion asi como los correspondientes homopolimeros. Todas las
polimerizaciones fueron realizadas en atmdsfera de N, libre de oxigeno. Transcurridas 24
horas, la mezcla de reaccién fue purificada mediante didlisis en agua, usando membranas
Spectra/Por® (Spectrum Laboratories Inc.) con un peso molecular de corte de 3,5 kDa.

Finalmente el agua fue eliminada mediante liofilizacion.

36



2. Sintesis y caracterizaciéon de monémeros y polimeros

2.2.4 Métodos

Los espectros de RMN-"H se realizaron utilizando un espectrometro Bruker Avance-
300 en D,O o CDCI; con TMS como patrén interno. Los desplazamientos quimicos se dan en
escala 0 relativos a TMS. La composicion se determiné por la intensidad relativa de las

integrales de las unidades de repeticion de los copolimeros.

Se monitorizé la degradacion del copolimero poli(Te-co-HPMA) a diferentes valores de
pH mediante RMN ARRAY dinamico. Los experimentos se llevaron a cabo en un
espectrometro Varian 400. Para la cuantificacion de los experimentos se siguieron las
condiciones descritas en trabajos anteriores?’: se aplicd una secuencia de pulsos de 7 us
equivalente a un angulo de 90° y 120 segundos de tiempo de retardo para asegurar que se
permite la relajacion total de los protones y poder procesar los datos individuales. La velocidad
de giro de las muestras fue de 7 Hz y por cada dato se realizd una uUnica adquisicion (FID),
n=1, para asegurar que la medida corresponde a la composicién/conversion instantdnea y no a
una media. La muestra se mantuvo a 37°C utilizando el controlador de temperatura del equipo
de resonancia. Los medios deuterados se prepararon disolviendo las mezclas de sales

obtenidas por liofilizacién del tampdn acuoso correspondiente, en D,O.

La LCST se determind midiendo la transmitancia Optica de las disoluciones de
copolimeros en el tampdn acuoso correspondiente a 500 nm en funcion de la temperatura. Se
usaron disoluciones de polimero de 2 mg/mL en agua destilada. El analisis se realizé6 en un
espectrometro UV-visible Cary 3 BIO-Varian (Varian Medical Systems Inc.). La temperatura se
fue aumentando desde 25 °C hasta un maximo de 90 °C a una velocidad de 1 °C/min. Al
comprobarse que los resultados de los sistemas poli(Ta-co-HPMA) ofrecieron resultados muy
similares al realizar las medidas a 1 y 5 °C/min, se us6 esta Ultima velocidad de 5 °C/min min
para el sistema poli(Te-co-HPMA) con el fin de minimizar la influencia de la degradacion. La
LCST se estimo6 como la temperatura en el punto de inflexién de la curva de absorbancia frente

a temperatura.

El peso molecular de los polimeros fue determinado por cromatografia de exclusion por
tamafios (SEC) en un cromatografo Perkin Elmer con bomba isocratica conectada a un
detector diferencial difractométrico (serial 200 a). Se acondicionaron las dos columnas a 70 °C
y se utilizé como eluyente para las muestras (3 mg/mL) DMF grado HPLC suplementado con
un 0,1% v/v de LiBr a 0,3 mL/min. El calibrado se realiz6 con patrones monodispersos de

polimetacrilato de metilo en el rango de 2,9 x 10% 2 480 x 10° Da proporcionados por Scharlab.
Los valores de las constantes de ionizacion (pK,) del homopolimero poli-EPA, asi como

de los polimeros poli(EPA-co-HPMA) fueron determinados mediante valoraciones acido-base

de disoluciones 100 mg de polimero en 25 mL de una disoluciéon acuosa de NaCl al 0,1 M. Se
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utilizé una disolucién acuosa diluida de NaOH 0,01 M para poder completar la valoracién con
pequefos volumenes y asi no variar significativamente la fuerza iénica de las disoluciones. Se
afiadieron 1-3 mL de una disoluciéon HCI 0,1 N para asegurar la completa ionizacion de los
grupos amino. Los cambios de pH se midieron con un pH-metro Schott (Schott Instruments).

Los valores de pK, de los polimeros derivados de Ta fueron determinados de un modo
similar al anteriormente descrito, mediante valoraciéon acido-base. Sin embargo, en este caso
se utilizaron disoluciones de 5 mg de polimero en 5 mL de una disolucién acuosa de NaCl 0,15
M. Tras afadir un pequefio volumen de HCI 1 M, la valoracién se llevé a cabo afiadiendo
pequefos volimenes de una disolucion acuosa de NaOH 0,2 M. Las medidas fueron también

realizadas con un pH-metro Schott.

2.3. Resultados y discusion

2.3.1 Sintesis de monémeros

Como se ha mencionado antes, EPA y HPMA se han preparado de acuerdo a la
literatura. En el Anexo se muestran espectros de RMN de protdn de los mismos. Asi mismo los
derivados estirénicos portadores de unidades glucosidicas GLCSt, MGLCSt, CDSt y MCDSt,
fueron preparados y suministrados por el grupo de Quimica Organica Biologica del IQOG. En el
Anexo se ofrecen todos los detalles de la sintesis y caracterizacién de los mismos. Se puede
observar que se ha usado quimica click (una ciclacién Huisgens azida-alquino catalizada por
cobre) para anclar glicosidos derivatizados con una azida a una unidad estirénica polimerizable
que porta un alquino, tal y como se muestra en la figura 2.15 para los derivados de glucosa a
modo de ejemplo. La metilacién del resto de grupos hidroxilo de la unidad glucidica se llevo a

cabo con ioduro de metilo.

OH OTs 3 _ ~N
TsCl o NaN; o J= —
HO Q —— = HO >~ HO O . Ho Q
Ho Py HO HO
HO HO HO HO
oM oM oM OMe
° GLCst
CHyl
o
A
/7
N~
o _
Mm% MGLCSt
MeO OMe

Figura 2.15. Ruta sintética usada por el Grupo de Quimica Organica Bioldgica del IQOG para

preparar los mondmeros glucosidicos. Se muestran los derivados de glucosa como ejemplo.
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El aspecto mas novedoso de esta tesis desde el punto de vista de sintesis de
mondémeros es la preparacion de Ta y Te, ya que esta ruta de adicion de Michael selectiva
sobre entrecruzantes asimétricos para obtener nuevos metacrilatos polimerizables no ha sido
descrita previamente en la literatura. Esta ruta se basa en el hecho bien conocido de que los
acrilatos y acrilamidas son mejores aceptores de Michael que los metacrilatos, y aceptan

nucledfilos mas débiles, como aminas o tioles?!

. Debido a estas diferencias, en este trabajo
se han creado unas condiciones de reaccion que permiten realizar una adicién de Michael
selectiva de aminas sobre sistemas asimétricos metacrilato-R-acrilato o metacrilato-R’-
acrilamida, creando de este modo una nueva y versatil ruta para preparar nuevos monémeros
metacrilicos. En concreto se ha trabajado con la estructura de la figura 2.16, que posee un
espaciador etilénico entre los dos grupos polimerizables. Ninguno de los dos compuestos (X=0
6 X=NH) es comercial, pero su sintesis ha sido descrita previamente en la literatura®2®.
Ademas, nuestro grupo de trabajo tenia experiencia previa en la sintesis de 2-(acriloilamino)-
etil metacrilato (AOEMA, X=NH) ya que fue usado como entrecruzante asimétrico para obtener

redes con tendencia a corredes con propiedades mejoradaszs.

(0]
X/\/O
| AAEMA, X=NH
(0]

AOEMA, X=0

Figura 2.16. Estructura quimica de los dos entrecruzantes asimétricos utilizados en este trabajo

como precursores en la sintesis de los monémeros Tay Te.

Por tanto Ta y Te se han obtenido mediante la adicion de Michael selectiva de TEDETA
sobre los dos entrecruzantes asimétricos de la figura 2.16. Hay varios aspectos a considerar
en esta sintesis. En primer lugar la adicion sobre acrilatos es mas rapida que sobre
acrilamidas, por lo que la primera se ha podido llevar a cabo en condiciones mas suaves y de
forma totalmente selectiva y cuantitativa, mientras que la segunda ha requerido temperaturas
altas como 100 °C con conversiones algo inferiores al 90% y una pequefia formaciéon de
productos secundarios derivados de la adicion al metacrilato. Por ello, Ta ha requerido
purificacion por columna. Esta purificacion no es trivial, probablemente debido a la naturaleza
de la amina TEDETA. El uso de gel de silice convencional no permite la separacion del
producto y eventuales restos de amina que no hayan reaccionado. Ademas se merma el
rendimiento del producto obtenido debido a su alta afinidad a la matriz cromatografica. Una
alternativa la ofrecen geles de alumina que, una vez desactivado con agua al nivel Brockmann

I, permiten la obtencién del producto puro.

En segundo lugar, hay que destacar que la naturaleza de amina secundaria de

TEDETA ha facilitado esta ruta en el sentido de que el uso de aminas primarias podria dar
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lugar a productos disustituidos (ver esquema de la figura 2.17) pues se considera que las

aminas secundarias son mas reactivas en esta reaccion que las primarias”.

(@) Rs
H /
X
N
R{—
R'
1\NH2 . o +
—N
=>:o X\R .
3
X O
R3 X\
R3

Figura 2.17. Representacion esquematica de la adicién de una amina primaria sobre un grupo
acrilato, dando lugar a la formacién de un producto disustituido.

En tercer lugar y ultimo, y tal y como se ha mencionado en la introduccion, la adicion de
una amina sobre un grupo acrilato da lugar a un B-amino éster, que es labil. De hecho, la
sintesis del éster no puede ser llevada a cabo en metanol porque se produce
transesterificacién. En un contexto bioldgico, la relevancia de esta activacion reside en que este
B-amino éster es sensible a la hidrdlisis en medio acuoso, tal y como ha sido descrito en la

literatura®*3°

. En cambio, su adicién sobre grupos acrilamida da lugar a un grupo B-amino
amida estable. En la figura 2.18 se muestra este caracter degradable en un monémero mas
simple obtenido usando dietilamina como amina secundaria modelo. Aunque este experimento
se ha llevado a cabo disolviendo simplemente el monémero Te-modelo en agua deuterada con
carbonato durante 24 horas, en realidad la sensibilidad hidrolitica es I6gicamente dependiente

del pH, tal y como se muestra mas adelante al estudiar un copolimero portador de Te.

Esta sensibilidad acentuada de los B-amino ésteres puede ser una oportunidad en
quimica de polimeros. Asi, ha sido usada por ejemplo para preparar poliésteres degradables
autodestruibles, los cuales han sido evaluados en terapia génicase. Se considera que esta
sensibilidad, anémala si la comparamos con otros ésteres alifaticos, se debe precisamente a
una activacion por la amina en posicion beta. En este trabajo se ha preparado un copolimero
con Te, y se ha evaluado su degradabilidad in vitro en funcién del pH asi como su funcionalidad
como vector en terapia génica comparativamente a un copolimero similar de Ta con el fin de

analizar la posible influencia de la degradacion.
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Figura 2.18. a) Representacion esquematica de la hidrdlisis experimentada por el Te-modelo en
medio acuoso. b) Espectros de RMN-"H del Te-modelo y de sus productos de degradacion: metacrilato de
hidroxietilo (EPA) y acido 3-dietilaminopropanoico (DEAPA).

2.3.2. Sintesis y caracterizaciéon de copolimeros con HPMA

En las tablas 2.1 y 2.2 se muestran las caracteristicas composicionales de los
copolimeros poli(EPA-co-HPMA) y poli(Ta-co-HPMA), cuyas estructuras se han representado
de nuevo en la figura 2.19. Se han utilizado los acrénimos EPA,, Ta, y Te, para denominar a
los copolimeros poli(EPA-co-HPMA), poli(Ta-co-HPMA) y poli(Te-co-HPMA) respectivamente,
siendo Z el tanto por ciento molar nominal de EPA, Ta 6 Te.
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poli-(EPA-co-HPMA)
serie EPA,

N/\’N/—’
g —

/- N Ta (X=NH)
> Te (X=0)

poli-(Ta-co-HPMA) 6 poli-(Te-co-HPMA)
series Ta, y Te,

Figura 2.19. Estructura quimica de los diferentes copolimeros poli(EPA-co-HPMA) y poli(Ta-co-

HPMA) sintetizados, caracterizados y estudiados en la presente tesis doctoral.

Tabla 2.1. Fracciones molares de los comonémeros, comonémeros, tanto en alimentacién (F)

como en el copolimero final (f), ademas de los pesos moleculares (Da) y valor de polidispersidad del

homopolimero EPA1qo y de los copolimeros poli(EPA-co-HPMA).

120.000

0,90 0,86 8.000 6.000 1,3
0,70 0,73 25.000 14.500 1,8
0,50 0,47 30.000 18.000 1,7
0,30 0,29 35.000 26.000 1,3
0,10 0,14 44.000 29.000 1,5

Tabla 2.2. Datos, composicionales (F y f), pesos moleculares (Da) y valor de polidispersidad del
homopolimero Taig y de los copolimeros poli(Ta-co-HPMA) y poli(Te-co-HPMA). Los GPCs se han
llevado a cabo sobre polimeros hidrolizados como se indica en el texto. Ademas, en esta tabla se han

representado los valores de LCST (°C) de cada polimero a pH 8 y pH 9.

Carga molar

amina (nominal)

6.100 5.100

0,75 0,69 0,90 8.200 6.500 1,26 65 72
0,46 0,43 0,70 7.900 7.100 1,10 58 71
0,25 0,25 0,50 13.800 11.100 1,24 67 86
0,46 0,42 0,70 16.200  9.100 1,78 54 74
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En las figuras 2.20 y 2.21 se muestran espectros de RMN de protén de algunos de los
copolimeros obtenidos a alta conversidén (seleccionados como ejemplo), asi como de los
homopolimeros usados como referencia. En ellas se observa cémo al ir cambiando la
composicién, observamos distintas intensidades en las sefiales asignadas a cada uno de los
monodmeros implicados, aumentando o disminuyendo éstas en funcion del aumento o
disminucion de la fraccion molar del correspondiente mondémero en la alimentacion del

copolimero.

En el caso del sistema EPA-HPMA, este fendmeno es evidente, por ejemplo, en la
sefal obtenida a 3,8 ppm, correspondiente al grupo >CH-, presente Unicamente en el
monémero HPMA, cuya sefial va aumentando segun aumenta la fraccién molar de éste en el
copolimero. Observamos este mismo fendmeno también con los grupos CHj; terminales de la
cadena lateral del monémero HPMA, que aparecen como una sefial intensa 1,1 ppm solapada
con los picos desdoblados de los a-CH3 de cadena de ambas unidades. El fendmeno contrario
puede observarse a 2,6 ppm, donde los protones observados corresponden Unicamente al
monomero EPA (protones N-CH,), cuya intensidad va disminuyendo. A partir del andlisis de las
integrales de estos espectros se han podido determinar las composiciones de ambas unidades
Para este calculo se utilizaron las sefiales con desplazamiento quimico a 3,81 ppm (1 protéon de
HPMA correspondiente al -O-CH<) y el intervalo 2,31 -0,50 ppm en que se incluyen 9 protones
de EPA (B-CH,, CH,-CH,- del anillo y el a-CH3) y 8 de HPMA ((8-CH,, -CH3; de la cadena lateral
y el a-CH3). Las correspondientes fracciones molares en el copolimero se calcularon para cada

caso resolviendo el sistema de dos ecuaciones que se muestran a continuacion:

A2.3170.50 =9H epa t 8H HPMA (2.8)
A3.81 =H HPMA (2.9)
Ya que
H
fepn = EPA (2.10)
= Hepn + Hppua

Siendo A el area de la integral de la correspondiente region obtenida con el programa

MestreNova® 6. Se han obtenido los valores de fepa recogidos en la tabla 2.1.
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Figura 2.20. Espectros de RMN-"H del homopolimero EPA1q y de dos de los de los copolimeros
poli(EPA-co-HPMA) estudiados. Las sefales marcadas con (*) estan asignadas al mondmero EPA,

mientras que las asignadas al monémero HPMA aparecen sefialadas como (**).

Se puede observar que las fracciones molares de estos copolimeros obtenidos a alta
conversion son cercanas (dentro de los limites de error de la técnica) a las de alimentacién
inicial, lo cual confirma que, para cada sistema, ambas unidades se incorporan adecuadamente

a las cadenas copoliméricas.

En el caso del sistema Ta-HPMA, el gran volumen de la unidad Ta hace que los
cambios en los espectros sean mas sutiles y mas dificiles de percibir. En los espectros de la
figura 2.21 se observa que aparecen los mismos picos del HPMA que se han mencionado
antes, el —-O-CH< a 3,8 ppm y el CHj; lateral a 1,1 ppm aunque con un gran solapamiento con
las senales de Ta (6 Te). Hay que destacar que la gran cantidad de protones -CH; y N-CH,-
presentes en esta unidad Ta hace que haya siempre dos sefales predominantes muy intensas
centradas en 3,0 y 2,6 ppm incluso para relaciones molares de Ta de 0,25. Por ello, con el
objetivo de obtener datos con cierta confianza, en este caso el analisis composicional se ha
llevado a cabo comparando dos amplias regiones del espectro entre 4,0-2,2 y 2,2-0,1 ppm. La
region entre 4,0 y 2,2 ppm incluye 24 protones de Ta 6 Te (todos los -CH,- excepto el B-CH,)
mas 3 de HPMA (el —O-CH<y los -NH-CH,-), mientras que la regién entre 2,2 y 0,1 ppm recoge
las areas de los picos correspondientes a 17 protones de Ta 6 Te (los 5 grupos CHj incluido el
a-CHj3; mas el B-CH,-) mas 8 de HPMA (los dos CHj3 incluido el a-CH; mas el 3-CH,). Es decir,

se ha resuelto en cada caso este sistema de dos ecuaciones (valido también para Te):
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A4.o-2.2 = 24HTa +3H HPMA (2.11)
A2.2—0.1 =l7HTa +8HHPMA (2.12)
Donde
H
A = — Ta (2.13)
Hra + Hppua

Obteniéndose los valores de fr, (6 fro)de la tabla 2.2. La similitud entre F y f indica de

nuevo que ha habido una adecuada incorporacion de las dos unidades a lo largo de las

L

S B SV
AL

cadenas.

T T T T T T T T
6 5 4 3

ppm

Figura 2.21. Espectros de RMN-"H del homopolimero Ta1qo y del copolimero Tass y su analogo

Tess. Las sefales marcadas con son las correspondientes al monémero HPMA.

Aunque para ambos sistemas poli(EPA-co-HPMA) y poli(Ta-co-HPMA) se han preparado
copolimeros en todo el rango de relaciones molares, la discrepancia en las relaciones
nominales elegidas para los dos sistemas tiene su origen en el gran volumen de Ta y en el
hecho de que porta tres aminas terciarias en su estructura (con respecto a EPA que solo tiene
una). La eleccién de composiciones que se muestra en las tablas 2.1 y 2.2 se ha llevado a
cabo para tener sistemas con similar carga molar de amina, pues las fracciones molares
nominales de Ta (0,25; 0,46 y 0,75) tienen una carga de amina similar a los sistemas mas ricos
en amina del poli(EPA-co-HPMA) (Fepa=0,50; 0,70 y 0,90) tal y como se muestra en la tabla
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2.2. Estos copolimeros de EPA y HPMA mas ricos en EPA han sido ademas los unicos

capaces de complejar ADN.

En la tabla 2.2, asi como en la figura 2.21, se ha incluido el copolimero poli(Te-co-
HPMA) 46:54, Te4s, €l cual se ha preparado como sistema modelo degradable con igual carga
de amina que el copolimero de Ta de composicion intermedia para evaluar en el Capitulo 3 la

influencia de la hidrdlisis y liberacion de la triamina en la respuesta celular.

Un aspecto muy interesante relacionado con las diferencias entre EPA y Ta (el primero
es una monoamina mientras que Ta es una triamina), es el analisis comparativo de la
distribucién y densidad de aminas cationizables a lo largo de la cadena para ambos sistemas.
Este aspecto se ha descrito de forma tedrica en este trabajo usando el programa Copol y
asumiendo que las copolimerizaciones estan gobernadas por el modelo terminal. EI modelo
terminal, descrito en la introduccion de este capitulo, puede ser usado con fines descriptivos a
nivel composicional aunque es bien conocido que es solo un modelo aproximado?’s. Para llevar
a cabo esta descripcion teodrica, en el caso del sistema EPA-HPMA se han aproximado las
relaciones de reactividad a valores de 1 debido al hecho de que ambos mondémeros poseen
grupos polimerizables estructuralmente similares (metacrilamidas alifaticas en ambos casos).
En el caso del sistema Ta-HPMA, y dado que Ta es un metacrilato alifatico, se han usado unos
valores de relaciones de reactividad de la literatura para la pareja metacrilato de metilo (MMA)-
HPMA de ryua=0,66 Y rypma=0,84°%.

1,0
0,84 - .
o Fr.0=0,75
@
S
S 0,61 _
< F;.,=0,50
i)
7
£ 044
g F.,,=0,25
= 0,24
0,0 v Y v Y v T v T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

Conversion

Figura 2.22. Fraccion molar instantanea en el copolimero de Ta en funcion de la conversion para

las 3 copolimerizaciones estudiadas en esta tesis. Fra.o €s la fraccion molar inicial de Ta en alimentacion.
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Ambas copolimerizaciones rinden sistemas bastante homogéneos
composicionalmente, especialmente en el caso del EPA-HPMA ya que la asignacioén tentativa
de relaciones de reactividad a 1 significa que ambos mondémeros se incorporan con igual
preferencia. En el caso de las relaciones elegidas para Ta-HPMA, las cuales son menores de la
unidad, aunque cercanas a la misma, existe una pequefa tendencia a la alternancia ya que
cada macrorradical tiene una ligera preferencia por el comonémero heterélogo. En cualquier
caso, los valores son similares y las reacciones son composicionalmente muy homogéneas,
como se muestra en la figura 2.22. En esta figura, obtenida por Copol, se muestra la variacién
de la composicion del copolimero formado en cada instante (en términos de fraccion molar de

Ta, fra) en funcion de la conversion.

En cuanto a la distribucion de unidades, y en concreto la distribucién de cargas, Copol
nos ofrece esta informacion a nivel de secuencias como por ejemplo triadas. Asi para el
sistema EPA-HPMA, y suponiendo conversion total en la reaccion, se obtienen las fracciones
molares acumuladas de secuencias centradas en EPA (E en la secuencia) y HPMA (H) que se
muestran en la tabla 2.3. Obviamente, para cada familia, la suma de las fracciones molares de
las tres triadas corresponde a la fraccién molar nominal de EPA o HPMA en alimentacion. La
densidad de carga de los sistemas EPA3 y especialmente EPA4, es muy baja, y de hecho tal y
como se describe en el Capitulo 3 no son capaces de complejar ADN. En los otros tres
sistemas que contienen EPA la densidad de carga aumenta correlativamente con la cantidad
de EPA y ya es suficiente para complejar ADN, aunque la microestructura es diferente. EPAg
presenta una mayoria de cargas rodeadas por E y H (la mayor fraccién molar es la de EEH),
mientras que EPAz y sobre todo EPAg, presentan una mayoria de triadas EEE, es decir, una

alta densidad local de aminas.

Tabla 2.3. Fracciones molares acumuladas de triadas centradas en EPA y HPMA simuladas por

Copol para las diferentes reacciones suponiendo que alcanzan conversion total. El asterisco en EEH asi

como en HHE significa que se incluyen las secuencias HEE y EHH respectivamente.

0,73 0,16 0,0089 0,0011 0,018

0,35 0,29 0,062 0,028 0,13 0,14

0,13 0,25 0,12 0,13 0,25 0,12

0,028 0,13 0,14 0,35 0,29 0,062
0,0011 0,018 0,081 0,73 0,16 0,0089

El sistema Ta-HPMA es diferente del anterior en el sentido de que Ta presenta siempre
de forma intrinseca tres aminas contiguas en su estructura monomérica. Esta diferencia hace
que por ejemplo Tays si sea capaz de complejar ADN. En la tabla 2.3 se ha representado la
prediccion microestructural de triadas centradas en Ta (Ta es T en la secuencia) y HPMA tal y

como lo ofrece Copol,
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Tabla 2.4. Columnas de la izquierda: Fracciones molares acumuladas de triadas centradas en Ta

y HPMA simuladas por Copol para las diferentes reacciones suponiendo que alcanzan conversion total. El

asterisco en TTH asi como en HHT significa que se incluyen las secuencias HTT y THH respectivamente.

0,40 0,29 0,058 0.0086 0.074 0.17
Tase 0,083 0,22 0,16 0.12 0.27 0.15
Tays 0,0076 0,072 0,17 0.39 0.30 0.057

Teniendo en cuenta que T es una triamina, y por tanto se concentra de forma intrinseca

en la estructura monomérica una alta densidad de aminas, la densidad local sera siempre alta.

En la tabla 2.1 se muestran los pesos moleculares de los polimeros poli(EPA-co-
HPMA), asi como del correspondiente homopolimero EPA;y, obtenidos mediante GPC,
utilizando DMF como disolvente. En la tabla 2.2 se muestran los pesos moleculares de los
polimeros dendrénicos. Debido a que estos ultimos sistemas no ofrecian contraste suficiente
en indice de refraccién usando DMF y que tampoco se pudieron medir usando una disolucion
tampdn a pH acido como eluyente, se llevo a cabo una hidrélisis completa del éster metacrilico
(en condiciones drasticas, exceso de NaOH y 80 °C, durante 24 horas), y se analizé el residuo
poli(acido metacrilico-co-HPMA). En la tabla 2.1 se puede observar como los copolimeros
poli(EPA-co-HPMA) presentan unos pesos moleculares significativamente inferiores a los del
homopolimero poli-EPA, ademas de un menor valor de polidispersidad. Es destacable también
como el peso molecular de los copolimeros aumenta al incrementar la proporcién del
mondémero HPMA, presentando el sistema EPA4q un peso molecular muy superior al mostrado
por el polimero EPAg. Respecto a los polimeros dendrénicos (tabla 2.2), el homopolimero
Taq asi como sus correspondientes copolimeros con HPMA, presentan también pesos
moleculares bajos. La razdén de estos bajos pesos moleculares no ha sido explorada en este
trabajo, aunque estos valores son compatibles con la existencia de fendmenos de transferencia
durante la reaccién de polimerizacién. En cualquier caso, y tal y como se describira en el
siguiente capitulo, los polimeros con densidad de carga suficiente han sido capaces de
complejar ADN con independencia de su peso molecular y han dado lugar a polyplexes de

tamafios adecuados (50-400 nm) en la mayoria de los casos.

Se han determinado los valores de pK, de los diferentes copolimeros mediante una
valoraciéon con NaOH, previa ionizaciéon de todos los grupos amino. Los monémeros catidnicos
EPA, Ta y Te, y por tanto, los polimeros en los que estén presentes, poseen grupos amino
terciarios en la cadena lateral que proporcionan caracter ionizable, protonandose en
condiciones acidas. En este trabajo se determiné el valor de pK, mediante una valoracién con
NaOH, previa ionizacion de todos los grupos amino. Los resultados obtenidos han mostrado
unos valores similares de pK, en todos los copolimeros analizados, tanto en los sistemas EPA-

HPMA como Ta-HPMA, en el rango 8,1-8,8. Debe tenerse en cuenta que, dada la naturaleza
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polimérica de las poliaminas y la naturaleza dendritica de Ta o Te, no existe un unico valor
discreto de pK, para cada polimero sino un intervalo ya que el pK, de cada amina depende del
ambiente particular en que se encuentre dentro de la cadena macromolecular, pudiendo existir
pequefas variaciones asociadas a efectos estéricos y las posibles repulsiones entre las

cadenas laterales ionizadas™.
2.3.2.1 Estudio del caracter hidrolizable de poli(Te-co-HPMA)

Como se ha mencionado antes, se ha preparado el derivado hidrolizable poli(Te-co-
HPMA) con una F.=0.46 para ser estudiado comparativamente. La hidrdlisis del éster en el
copolimero se ha representado en la figura 2.23. Se libera un derivado de TEDETA con un
resto acido carboxilico libre, y queda anclado al polimero un resto OH (en realidad una unidad
de metacrilato de hidroxietilo. HEMA). A porcentajes de hidrdlisis por debajo del 100% el
polimero es un terpolimero de Te, HEMA y HPMA. A conversién total el residuo es un
copolimero de HEMA y HPMA.

La hidrélisis se ha podido monitorizar por RMN-'H ‘in situ’, a 37 °C y en medios
tamponados a diferentes valores de pH, gracias a la sefal correspondiente al CH, unido al
COOH libre. En la figura 2.23b se muestran espectros de la zona alifatica correspondientes a
diferentes tiempos de experimento para la degradacion a pH 8. Se observa a 2,4 ppm la
aparicién de un triplete aislado (*), asignado al mencionado CH,-COOH, cuya intensidad
aumenta correlativamente con el tiempo de hidrdlisis. Ya que el resto de las senales que
aparecen a campo mas alto corresponden al conjunto de picos de cadena (B-CH, y a-CH3) y
metilos de HPMA y TEDETA (unido o libre), es decir, 17 protones de Ta o resto TEDETA (que
podemos denominar conjuntamente Ta*) y 8 protones de HPMA, se ha podido calcular el
porcentaje de hidrdlisis mediante el analisis comparativo del area del triplete frente al resto a

mas alto campo, usando estas ecuaciones:

A2.3—5.5 = 0'42*17HTa* +0.58*8H HPMA (2.14)

A s =042%2H, (2.15)

Donde 0,42 y 0,58 son las fracciones molares en el copolimero determinadas

experimentalmente (ver tabla 2.2) y Hy es un protén del resto de TEDETA liberado. Por tanto

fraccion;iyoiizac = (2.16)

H Ta*
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Figura 2.23. a) Esquema del proceso de hidrélisis del copolimero Tes. b) Espectros

representativos de la monitorizacion in situ de la degradacion a pH 8, usado como ejemplo.
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En la figura 2.24 se muestran los datos experimentales para los pHs 5, 7, 8 y 9. Hay
una influencia clara del pH en la velocidad de hidrdlisis, siendo los tiempos de vida media
aproximados del éster del orden de pocas horas a pH 9, de 24 horas a pH 8, de varios dias a
pH 7 y de varias semanas o meses a pH 5. Esta dependencia esta relacionada con el aumento
de la concentracion de OH a pH basico asi como con la protonacion/desprotonaciéon de la
amina pues la activacién del éster en beta se debe de producir cuando la amina no esta

protonada.
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Figura 2.24. Fraccién hidrolizada del resto TEDETA frente al tiempo para los valores de pH

indicados en la leyenda.

2.3.2.2 Termosensibilidad de los derivados de Tay Te

Los derivados de Ta, incluido el homopolimero, han mostrado una doble sensibilidad
pues ademdas de los cambios que se producen al cambiar el pH y asociados a la
protonacion/desprotonacion de las aminas, ha mostrado una sensibilidad a la temperatura para
pH 7 o superior, es decir, cuando la amina empieza a estar en forma neutra. En concreto han
mostrado termosensibilidad negativa tipo LCST, como se muestra mediante turbidimetria en la
figura 2.25 para el copolimero Tays a pH 9 representado como ejemplo. Este polimero, a este

pH, es soluble a temperatura ambiente y pierde dicha solubilidad por encima de 60 °C.
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Figura 2.25. Turbidimetria de Tass a pH 9 mostrada como ejemplo.

En la tabla 2.2 se muestran todas las temperaturas de transicion de los sistemas a pH
8y 9,y estos junto con los observados a pH 7,4 han sido representados en la figura 2.26. Hay
una dependencia clara con el pH, como ocurre para sistemas aminados analogos como
poliEPyM, poliDEAEM o poliDMAEM. No hay sin embargo una dependencia clara de la
composicion o de la cantidad de HPMA presente en el sistema. Sin embargo, es bien conocido
que la copolimerizacion de unidades termosensibles con otras unidades hidrofilicas e
hidrofébicas desplazan la LCST a mayores o menores temperaturas respectivamente. En este
caso no existe apenas variacion del valor de transicion al cambiar la composicion, lo cual es
probablemente debido a que HPMA tiene una naturaleza anfifilica y no desplaza el balance
hidrofilico/hidrofébico global. Ademas, la naturaleza dendritica de Ta (6 Te) hace que parte de

sus aminas sean menos sensibles al entorno' ",
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Figura 2.26. Temperaturas de transicién (LCSTs) de los polimeros dendrénicos, medidas por

turbidimetria, frente al pH.
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En todo caso, los copolimeros han mostrado termosensibilidad por encima de
temperatura ambiente por lo que no se espera que este fendmeno influya en los experimentos

de respuesta celular, ya que a 37 °C los polimeros son todos solubles a cualquier pH.

2.3.3 Sintesis y caracterizacion de copolimeros de EPA con las unidades

glucosidicas

En las tablas 2.5 a 2.7 se muestran las caracteristicas composicionales de los
copolimeros de EPA con unidades glucosidicas, poli(EPA-co-CDSt), poli(EPA-co-MCDSt)
poli(EPA-co-GLCSt), poli(EPA-co-MGLCSt), cuyas estructuras se han representado de nuevo
en la figura 2.27. En este trabajo se han utilizado los acrénimos CDSt,, MCDSt,, GLCSt, y
MGLCSt, para denominar a los copolimeros poli(EPA-co-CDSt), poli(EPA-co-MCDSt),
poli(EPA-co-GLCSt) y poli(EPA-co-MGLCSt), respectivamente, siendo Z el tanto por ciento

nominal de la unidad glucosidica correspondiente.

Tabla 2.5. Fracciones molares de CDSt, y MCDSt, (siendo Z el tanto por ciento nominal de
(M)CDSt) en alimentacion y en los copolimeros, pesos moleculares (Da) y polidispersidades para los
sistemas EPA-CDSt y EPA-MCDSt.

CDsSt;
CDSty

Fmcost fumcost

MCDSts

MCDSt,
MCDSty
MCDSt1q0

Tabla 2.6. Fracciones molares de GLCSt;, (siendo Z el tanto por ciento nominal de GLCSt) en

alimentacion y en los copolimeros, pesos moleculares (Da) y polidispersidades del sistema EPA-GLCSt.

GLCSt;
GLCSty,

GLCSty
GLCSt;35
GLCSt;
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Tabla 2.7. Fracciones molares de MGLCSt (siendo Z el tanto por ciento nominal de MGLCSt) en

alimentacion y en los copolimeros, pesos moleculares (Da) y polidispersidades del sistema EPA-MGLCSt.

FumeLcst fmeLcst
MGLCSt; 0,05 0,07 38.000 12.000
MGLCSt,, 0,10 0,13 40.000 17.000 2,3
MGLCSt, 0,20 0,22 14.000 12.000 1,2
MGLCSt;s 0,35 0,34 29.000 19.000 1,5

0,70 0,72 42.000 26.000 1,6

Los mondémeros CDSt y MCDSt son entidades muy voluminosas y pueden

considerarse macromondémeros. Los mondmeros GLCSt y MGLCSt en cambio se pueden
considerar como modelos estructuralmente simples de los anteriores. La polimerizacién de
todos ellos tiene caracteristicas distintivas, y hay diferentes aspectos que pueden tener una
influencia en la polimerizaciéon, como por ejemplo la solubilidad de los mondémeros no
permetilados es mucho mas restringida que la de los permetilados, especialmente en el caso
del derivado de CD, ya que la B-CD es uno de los tipos de CD menos soluble debido a su
configuracién espacial, que favorece la formaciéon enlaces de hidrégeno dentro del anillo
oligosacaridico®. Debido a ello, el monémero CDSt sélo ha podido ser copolimerizado en una
mezcla de DMF y DMSO. Esta problematica asociada a la formacion de enlaces de hidrogeno

puede ser asi mismo la responsable de la baja solubilidad de los copolimeros de CD no

permetilada y de aquellos ricos en glucosa (no permetilada).

Por otra parte, aunque a veces la polimerizacion de macromonémeros tan voluminosos
estd comprometida por cuestiones de impedimento estérico, todos los derivados han podido
ser copolimerizados con EPA. Incluso se ha podido preparar el homopolimero de MCDSt, el
cual va a ser usado como modelo en el estudio celular. En las figuras 2.28 a 2.31 se muestran
espectros de RMN de proton de algunos de los copolimeros obtenidos a alta conversion,
elegidos a modo de ejemplo. Se observa que se incorporan ambas unidades, y como al ir
cambiando la composicion, observamos distintas intensidades en las sefales asignadas a cada
uno de los mondmeros implicados, aumentando o disminuyendo éstas en funcion del aumento
o disminucién de la fraccidbn molar del correspondiente mondémero en la alimentacién del

copolimero.
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Figura 2.27. Estructura quimica de los diferentes copolimeros derivados de B-CD y a-glucosa

sintetizados y caracterizados en la presente tesis doctoral.

Asi, para todos los sistemas, se observa como al aumentar el contenido en unidad

glucosidica, se incrementan las sefales aromaticas de los anillos estirénicos y de triazol en la

region 8-6,5 ppm, asi como las sefales del anillo glucosidico y en su caso los metilos cuando

los compuestos son permetilados en torno a 3,5 ppm en detrimento de las senales

caracteristicas de EPA a 2,5 y 1,6 ppm. A partir del analisis de las integrales de estos

espectros se han podido determinar las composiciones de ambas unidades, utilizando para

todos los sistemas las sefiales aromaticas en para del anillo estirénico centradas en 7 (4

protones de unidad glucosidica) y el pico del a-CH; entre 1,2 y 0,4 ppm (3 protones de EPA).

La composicion se puede calcular en este caso a partir de estas ecuaciones:
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A7.3—6.5 = 4Hunidad glucosidica (2-1 7)
A4 =3Hp, (2.18)
Donde
H
f,q =—"135t (2.19)
U-St
H u-st T H EPA

Obteniéndose los valores de fracciones molares en los copolimeros de las tablas 2.5 a
2.7. La similitud entre los valores de F y f indica una adecuada incorporaciéon de ambas
unidades, aunque hay que sefialar que los sistemas que contienen GLCSt y CDSt, es decir, las
formas hidroxiladas de los azucares, que presentan problemas de solubilidad, han dado lugar
en agua deuterada a espectros de sefales muy anchas tipicas de protones que relajan muy
mal, lo cual puede estar relacionado con su baja solubilidad. Esta pobre relajacion parece
indicar la existencia de grupos en la estructura polimérica que son dificilmente accesible al
medio acuoso. El error en el calculo de la composicidén en este tipo de espectros es mayor

aunque la tendencia cualitativa esta de acuerdo a lo esperado.

La problematica asociada a la solubilidad mencionada antes, que se puede asociar a la
formacién de enlaces de hidrogeno, ha impedido que los derivados de CDSt o los copolimeros
ricos en GLCSt hayan podido ser analizados por GPC. Los pesos moleculares promedio en
numero de los que si han podido ser medidos estan en el rango 10 a 30 kDa, siendo la mayoria
cercanos a 10 kDa, es decir, son cadenas cortas. Este hecho, sumado a las bajas
polidispersidades observadas, es compatible con la existencia de fendmenos de transferencia.
Como se ha mencionado antes, no se ha estudiado la razén de estos bajos moleculares pues

estos copolimeros han formado polyplexes con ADN de tamafios apropiados.

Tal y como se ha hecho para los copolimeros con HPMA, en estas familias se ha
llevado a cabo una descripcion basica de la distribucion de unidades, de nuevo usando el
software Copol. Como antes, se ha asumido que las copolimerizaciones estan gobernadas por
el modelo terminal, y se han usado las relaciones de reactividad de la pareja estireno/HPMA
tomadas de la literatura, rupma=0,53, rSt=1,7238. Estos valores indican que los macrorradicales
en crecimiento son ligeramente mas reactivos hacia la unidad estirénica que hacia HPMA, lo
que hace que exista cierta heterogeneidad en la copolimeriacién en un recipiente cerrado como
se muestra en la figura 2.32 en la que se ha representado la fraccién molar instantanea de la
unidad glucosidica estirénica (U-St de forma genérica) en funcién de la conversion para las
diferentes reacciones estudiadas aqui. Existe cierta heterogeneidad, formandose primero

cadenas mas ricas en los estirénicos.
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Figura 2.28. Espectro de RMN-"H del copolimero CDSts. Las sefiales intensas a 2,7, 2,9y 8 ppm

corresponden a DMF residual.
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Figura 2.29. Espectros de RMN-"H del homopolimero MCDSt1qo y del copolimero MCDSts.
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Figura 2.30. Espectros de RMN-'H de dos de los diferentes copolimeros poli(EPA-co-GLCSt)

sintetizados y caracterizados en esta tesis doctoral.

MGLCSt,

MGLCSt,

Figura 2.31. Espectros de RMN-"H de dos de los diferentes copolimeros poli(EPA-co-MGLCSt)

sintetizados y caracterizados en esta tesis doctoral.
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Figura 2.32. Fraccién molar instantanea en el copolimero de la unidad estirénica en funcion de la
conversion para las copolimerizaciones estudiadas en este trabajo. Fy.sto es la fraccion molar inicial de U-
St en la alimentacion.

Como antes, Copol nos describe la distribucién de secuencias en términos de triadas.
En la tabla 2.8 se recogen las triadas centradas en cualquiera de las unidades glicosidicas USt
(U en la secuencia) y EPA

Tabla 2.8. Fracciones molares acumuladas de triadas centradas en EPA y U-St simuladas por
Copol para las diferentes reacciones suponiendo que alcanzan conversion total. El asterisco en UUE asi

como en EEU significa que se incluyen las secuencias EUU y UEE respectivamente.

0.00020 0.0054 0.0044 0.86 0.0029

0.0014 0.020 0.079 0.73 0.16 0.011
0.011 0.068 012 0.52 0.24 0.036
0.053 0.16 0.14 0.30 0.27 0.08
0.36 0.27 0.063 0.042 0.12 0.14

Ademas de esta distribucion de unidades, hay que considerar la diferente naturaleza de
los restos CD y GLC, ya que las CD son entidades mucho mas voluminosas que los derivados
de glucosa. Este aspecto, junto con el de la densidad de carga, sera tenido en cuenta en el
Capitulo 3 a la hora de evaluar la influencia de la estructura y microestructura en la
complejacién de estos copolimeros con ADN.
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3. Complejacion con ADN, respuesta celular y transfeccién

3.1. Introduccion

En este capitulo, una vez sintetizados y caracterizados estructuralmente los
mondémeros y polimeros de estudio, se describe la evaluacién de su eficiencia de transfeccion y
citocompatibilidad in vitro. Para ello, el primer paso sera evaluar su capacidad de interaccionar
con el ADN plasmidico, formando los correspondientes complejos polielectroliticos o
polyplexes, que permitan condensar el material genético hasta un tamafno apropiado para la
internalizacion celular, ademas de protegerlo de las enzimas nucleoliticas y demas factores del

medio tanto intra como extracelular que podrian degradarlo.

Los diferentes copolimeros preparados en este trabajo incorporan en diferentes
proporciones dos tipos de aminas terciarias asi como unidades neutras como HPMA o
derivados glucosidicos de diferente naturaleza. Estas variables estructurales van a influir en
parametros como capacidad de carga de ADN, tamafio del polyplex, carga superficial del
mismo, estabilidad del mismo en medios biolégicos, proteccion del ADN, la ruta que seguiran
para internalizacién celular, la eficiencia de esta internalizacion, asi como la facilidad de
liberacion intracelular del ADN, entre otros. Teniendo en mente que estos sistemas han sido
evaluados en cultivos celulares in vitro, en este capitulo se ha hecho un esfuerzo por relacionar
la estructura y dicha respuesta celular in vitro en términos de viabilidad y transfeccion. En los
siguientes parrafos de esta introduccién, en cualquier caso, se va a intentar contextualizar la
posible relevancia del disefio estructural propuesto de una forma mas global como puede ser
una supuesta aplicacion clinica, haciendo una descripcién del ‘viaje’ del vector desde su

administracién parenteral hasta su expresién en el nucleo de la célula diana.

Para llevar a cabo el proceso de transfeccion en una aplicacién clinica, de forma ideal
los vectores deberian ser liberados directamente en el tejido deseado; sin embargo, como se
ha mencionado en la Introduccion general de la presente tesis doctoral, los polyplexes deben
recorrer un largo camino desde su introduccién en el organismo, normalmente mediante
inyeccion en el torrente sanguineo (figura 3.1), donde se encuentran con los primeros
obstaculos en su camino, siendo uno de los mas importantes la anteriormente descrita barrera
endotelial'. Ademas, los vectores de naturaleza catidnica presentan numerosas interacciones
inespecificas con componentes del torrente sanguineo, como las células sanguineas, o el
endotelio de los vasos, dando lugar a una vida media muy corta de estos complejos en sangre,
ya que pueden, ademas, interaccionar con proteinas del plasma como la albumina o las
inmunoglobulinas y activar los componentes del complemento. Estas interacciones con
proteinas del plasma son omnipresentes in vivo, y la proteina mayoritaria del suero, la
albumina, es la principal responsable de la rapida eliminacién de los complejos del torrente
sanguineo. Se ha demostrado que esta interaccion forma complejos terciarios que dan lugar a

la formacién de grandes agregados, que son rapidamente eliminados, principalmente
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endocitados por células del higado, o simplemente se acumulan en los capilares. Debido a
estos factores, las primeras generaciones de vectores no viricos tipo poliamina no tenian
realmente mucha utilidad debido a su rapida eliminacién del torrente sanguineo, o a su
acumulacion inespecifica en tejidos u 6rganos. Los vectores estudiados en este trabajo
incorporan, desde una aproximacion ‘bottom-up’, unidades neutras anfifilicas distribuidas
estadisticamente a lo largo de las cadenas, las cuales van a reducir la carga positiva aparente
de los polyplexes, y pueden aumentar la estabilizar los complejos ‘disfrazandolos’
bioldgicamente reduciendo su interaccion con componentes bioldgicos, tal y como hace el PEG

en los derivados PEGilados'™2.

Figura 3.1. Barreras, a nivel celular, que el complejo polimero catiénico-ADN (polyplex) debe
superar para llevar a cabo el proceso de transfeccidon. Un sistema de liberacion de genes debe tener la
capacidad de (I) compactar de forma eficiente el material genético a utilizar; (II) entrar en la célula; (lll)
escapar del endo-lisosoma (en esta figura se ha representado el escape del lisosoma mediante la accion
de la ‘esponja de protones’, que se explica mas adelante en el texto), y (IV) permitir la liberacion del ADN
de su interaccion con el vector polimérico. Este ADN una vez libre (V), debe poder desplazarse hasta
llegar al nucleo, donde finalmente, se expresara el gen terapéutico (VI). (Modificado de S. Y. Wong et al1)

Finalmente, si han logrado superar con éxito estas barreras a nivel sistémico, y los
polyplexes logran llegar a la célula diana, todavia deben enfrentarse a nuevos obstaculos antes
de llegar al nucleo celular. El primer obstaculo que encuentran para entrar en la célula es la
membrana plasmatica, que no pueden atravesar por simple difusién. Se cree que los complejos
interaccionan de forma inespecifica con la membrana plasmatica, mediante simple interaccion

electrostatica con los grupos cargados negativamente de los glucosaminoglucanos presentes
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en ésta. La posterior entrada de los complejos en la célula se realiza en la mayoria de los
casos mediante endocitosis, un proceso altamente controlado, ya que es vital para la célula
evitar la entrada de sustancias indeseadas o innecesarias. El proceso intracelular que sufren
estos sistemas es diferente en cada caso y los factores que determinan el proceso todavia no
estan claros, pero influencian claramente la eficiencia del proceso de transfeccién. La eficiencia
de este proceso se puede mejorar complejando el polimero con un ligando de algun receptor
especifico localizado en la membrana celular, lo que ademéas aportaria especificidad al
proceso, si este receptor es expresado Unicamente por una determinada linea celular. Otro
factor a tener en cuenta para la internalizacién celular es el tamafo de las particulas que
queremos internalizar, siendo el tamafio éptimo cercano a 200 nm. Como se ha mencionado
antes, los complejos que mejores resultados han ofrecido en este estudio tienen tamanos entre
50 y 200 nm por lo que se ajustan, al menos algunos de ellos, a este requisito de tamano.
Ademas, se han preparado copolimeros con derivados de glucosa, los cuales pueden
interaccionar con lectinas de membrana, o con derivados de CD (permetilada y no

permetilada), la cual se ha descrito capaz de interaccionar con el colesterol de membrana'~’.

Si la internalizacién ha sido llevada a cabo mediante endocitosis, los complejos quedan
incluidos dentro de una vesicula endosomal o endosoma que se acidifica convirtiéndose en un
lisosoma o fagosoma. Para evitar la degradacion de los complejos en estas condiciones se han
desarrollado numerosas estrategias, siendo la mas comun la utilizacion de polimeros que
contienen un gran numero de aminas secundarias y terciarias que intervienen en el mecanismo
conocido como ‘esponja de protones’, que ya ha sido descrita en la Introduccién general de

esta tesis doctoral'?® 81

, ¥ a la cual se ajustan las aminas terciarias usadas en este estudio.
Una vez superada esta barrera, el ADN debe liberarse, para a continuacién entrar en el
nucleo y expresarse. Esta liberacion, es decir, la disociacidon del complejo antes de llegar hasta
el nucleo, puede determinar en gran medida la eficiencia del proceso de transfeccién, y
depende en gran medida del tipo de vector utilizado. Se ha visto que en los casos de
transfeccion mediante lipoplexes (complejos formados por ADN y sustancias lipidicas), el DNA
llega libre hasta el ndcleo, mientras que en muchos casos estudiados con polyplexes, el
complejo puede permanecer unido tras la entrada en el nucleo. De cara a facilitar la disociacion
del complejo y liberacion del ADN, en la literatura aparecen reflejadas numerosas estrategias
para reducir la estabilidad de la interaccién polimero/ADN, principalmente reduciendo el
numero de cargas positivas, reduciendo su peso molecular, o mediante conjugaciéon con
cadenas de PEG o HPMA. En este trabajo la incorporacion de las unidades neutras anfifilicas
como el mencionado HPMA va a facilitar este proceso ya que su distribucidon estadistica a lo
largo de las cadenas hace que el apantallamiento de las cargas positivas sea mas efectivo. En
cualquier caso, ADN libre en el citosol se enfrenta a un ambiente fisica y metabodlicamente
hostil debido principalmente a la presencia de enzimas nucleoliticas. Existe ademas una densa
red formada por el citoesqueleto, que dificulta enormemente la difusién de fragmentos de ADN

mayores de 250 pb (85 nm).
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Finalmente, este ADN aun debe superar una ultima barrera, la membrana nuclear.
Debido a que el genoma y la maquinaria nuclear son vitales para todas las funciones celulares,
el nucleo se encuentra aislado tras una doble bicapa lipidica con poros muy estrechos y con un
sofisticado sistema de regulacién del transporte de biomoléculas, siendo necesario el
transporte activo mediante proteinas transportadoras para moléculas mayores de 20 kDa,
normalmente proteinas citosdlicas destinadas al nucleo celular que contienen la secuencia
aminoacidica NLS (nuclear localization signal). Otra estrategia para superar esta barrera
consiste en aprovechar la ruptura de la membrana nuclear durante la divisién celular (la
eficiencia de transfeccion inmediatamente antes de la division celular es 30-500 veces

superior)® "

. Una vez llegado al nucleo, el ADN debe expresar el gen marcador (reporter
gene) o el gen terapéutico de interés que lleva codificado. Esta expresién puede ser transitoria,
si solamente se produce una retencion episomal del ADN, generalmente plasmidico, dentro del
nucleo donde éste se replica y transcribe. En los primeros vectores de tipo poliamina solamente

llegaba a transcribir un 0,1-0,001% del ADN plasmidico que entraba en el citoplasma?® .

A modo de resumen de todo lo anterior, en la presente tesis doctoral se han sintetizado
diferentes vectores no virales de naturaleza polimérica, con ciertas propiedades que les pueden
permitir sortear y superar los numerosos obstaculos que encuentran a lo largo de este viaje con
el objetivo final de mejorar la eficiencia de todo este proceso. Por una parte, se han disefado
los monémeros catidnicos capaces de complejar el ADN plasmidico mediante interacciones
electrostaticas, ademas de interaccionar con la membrana plasmatica, facilitando la entrada de
los polyplexes en la célula. La utilizacién de aminas terciarias no solo permitira reducir la carga
positiva de estos complejos, reduciendo asi su toxicidad e interacciones inespecificas durante
su viaje hasta la célula diana en comparacién con la utilizacion de aminas primarias o
secundarias, sino que también se espera que participen en la ‘esponja de protones’
incrementando la eficiencia de transfeccion. Por otra parte, los mondmeros neutros y anfifilicos,
como se ha mencionado varias veces a lo largo de la presente tesis doctoral, tienen como
objetivo ofrecer estabilidad en biodistribucion (estabilidad en torrente sanguineo y minimizacién
de interacciones con componentes biolégicos) y aumentar la citocompatibilidad de estos
sistemas, reduciendo la carga superficial de los complejos, facilitando de este modo, ademas,
la liberacion del ADN plasmidico del complejo polielectrolitico una vez que éste ha sido
internalizado en la célula. Ademas, en el caso especifico de los mondémeros glucosidicos,
puede ocurrir que estos aporten interacciones especificas con la membrana plasmética”.
Ambas unidades, las catiodnicas y las neutras, han sido copolimerizadas simultaneamente en
parejas tal como se ha descrito en el anterior capitulo, en diferentes proporciones molares,
obteniendo copolimeros con distintas proporciones de éstas, y, por tanto, con diferentes

propiedades.

En este trabajo se han evaluado en el estudio celular in vitro tanto la viabilidad celular
como la capacidad de transfeccion, estando ambos inter-relacionados. La hipotesis mas

aceptada acerca de la alta toxicidad mostrada por los sistemas catidnicos postula que ésta es
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debida a interacciones electrostaticas entre los dominios aniénicos de la superficie celular y los
dominios catiénicos presentes en el transportador, que darian lugar a agregados que se
acumularian en la superficie celular impidiendo su correcto funcionamiento, produciendo la
muerte de la célula’® ">, Para intentar solventar este problema una de las estrategias mas
ampliamente documentadas en la literatura se basa en la utilizacién de diferentes entidades
neutras anfifilicas como el HPMA, el PEG, y diferentes polisacaridos, que debido a su
naturaleza hidrofilica, y no iénica, han demostrado una gran solubilidad y un bajo numero de
interacciones con componentes celulares y del suero sanguineo, mediante la formacion de una
envoltura hidrofilica que enmascara de una forma efectiva la polaridad de la molécula
transportada. Por tanto, como se ha mencionado, se ha analizado de forma conjunta la
influencia de la incorporacion de las unidades neutras (HPMA o derivados glucosidicos) a lo
largo de la cadena, tanto en la eficiencia de transfeccion como en la citotoxicidad. Se describe
ademas una via de marcaje fluorescente de los vectores poliméricos que puede ser usada en
el futuro para hacer un seguimiento localizacion de estos polimeros y aclarar algunos de los
aspectos mencionados en esta Introduccion (interaccion con membranas, localizacion

intracelular, etc).

Hay que sefialar que los copolimeros poli(EPA-co-HPMA), los primeros que se
estudiaron en esta tesis, se evaluaron con un protocolo diferente al resto, debido a que este
estudio se llevo utilizando los protocolos habituales de trabajo en el Network of Excellence of
Functional Biomaterials (NFB), perteneciente a la Universidad Nacional de Irlanda. El resto de
los estudios se llevaron a cabo posteriormente en el Instituto de Estudios Biofuncionales (IEB)
de la Universidad Complutense de Madrid, en el que se puso a punto un método de trabajo
diferente debido a que por una parte se cambiaron algunas condiciones iniciales no
optimizadas y por otra se tuvo que hacer un esfuerzo de adaptacién a las instalaciones y la
experiencia del nuevo grupo colaborador. Como consecuencia de todo ello, los estudios, y por
tanto, los resultados, de los copolimeros poli(EPA-co-HPMA) no son directamente comparables
con los polimeros derivados de Ta y HPMA aunque si se ha podido hacer un analisis conjunto

final y se han podido extraer conclusiones comunes.

A pesar de las diferencias existentes en los protocolos de trabajo utilizados, en todos
los casos se llevd a cabo el mismo procedimiento. Una vez determinada la capacidad de
complejaciéon de los polimeros, asi como el tamafio de particula y carga superficial de los
polyplexes, los estudios celulares in vitro fueron llevados a cabo incubando las células con los
polyplexes durante 4 horas en medio de cultivo DMEM sin suero. La utilizacion de medio de
cultivo libre de suero permite evitar posibles interacciones inespecificas con las proteinas de
éste. Una vez pasado este tiempo, suficiente para llevar a cabo la internalizacion de los
complejos por parte de las células, este medio de cultivo fue reemplazado por medio de cultivo
completo para permitir el correcto crecimiento del cultivo celula, durante 48 horas de
incubacion. Una vez pasado este tiempo se tomdé este medio de cultivo, donde se encuentra

libre la luciferasa codificada por nuestro gen marcador, y se llevé a cabo la medida de la
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luminiscencia tras la adicion de su correspondiente sustrato. Debido a que la luciferasa es
excretada al medio, las células transfectadas pudieron ser recuperadas y utilizadas en el
ensayo de viabilidad celular con calceina, inmediatamente después del ensayo de transfeccion.
En el caso de los sistemas EPA-HPMA se llevé a cabo un ensayo de actividad metabdlica en

presencia de los polimeros libres en disolucién utilizando el reactivo comercial Alamar Blue.

Finalmente, es necesario indicar que los experimentos llevados a cabo para evaluar
estos polimeros como posibles vectores no virales se han llevado a cabo in vitro, poniendo
directamente en contacto los complejos polielectroliticos polimero/ADN con las células diana,
eliminando como se ha dicho antes, el suero del medio de cultivo para evitar cualquier tipo de
interaccion inespecifica entre los polyplexes y las proteinas presentes en él. Por lo tanto, en el
caso de encontrar algun sistema polimérico que ofrezca resultados prometedores, seria
necesario llevar a cabo experimentos in vivo en un futuro. La utilizacién de un organismo
modelo, permitird estudiar su comportamiento en el torrente sanguineo, y si estos complejos
son capaces de superar las barreras existentes tanto a nivel sistémico como a nivel intracelular,
evaluando al mismo tiempo la citocompatibilidad de los mismos, un aspecto critico para su

posible aplicacion en terapia génica®?.

3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Reactivos

En este trabajo se ha utilizado el plasmido pCMV-GLuc (New England Biolabs), de
aproximadamente 6000 pb de longitud, que codifica el gen de la luciferasa del copépodo
Gaussia princeps, controlado por un promotor constitutivo. Este gen fue utilizado como gen
marcador (reporter gene) para evaluar la eficiencia de transfeccion de nuestros polimeros de
forma indirecta. Este plasmido fue amplificado en Escherichia coli BL21 y purificado mediante
Maxi-prep siguiendo los procedimientos habituales. Su pureza fue evaluada mediante

espectroscopia UV, utilizandose en este estudio una relaciéon Exgonm/E2s0nm Cercana a 1,87-1,89.

Para este estudio se utilizaron 2 lineas celulares: fibroblastos embrionarios Swiss 3T3
(CCL-92, ATCC), y células epiteliales de origen tumoral B16 (F1, ATCC), ambas procedentes
de raton. Estas lineas celulares fueron cultivadas en Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM), suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS) y un 1% de
Penicilina/Estreptomicina (P/S). Los pases se realizaron semanalmente usando ftripsina,

manteniendo los cultivos celulares a 37 °C en una atmésfera humeda y con un 5% de CO..
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3.2.2. Sintesis del metacrilato de 2-(metil(7-nitrobenzo[c][1,2,5]oxadiazol-
4-il)Jamino)etilo (NBDM)

I"”. A una

NBDM (figura 3.2) fue sintetizado segun el protocolo de R. S. Jardine et a
disolucion de 2,52 g (30 mmol) de hidrogenocarbonato de sodio y 0,74 g (9,9 mmol) de 2-
(metilamino)etanol en 20 mL de agua, se le anadieron 1,99 g (10 mmol) de cloruro de
nitrobenzoxadiazol, previamente disuelto en 80 mL de metanol. La reaccién tuvo lugar a 55 °C
durante 3 horas, en agitacién. Tras este tiempo, el metanol fue eliminado mediante presion
reducida, y la mezcla de reaccion fue enfriada hasta temperatura ambiente, y acidificada hasta
pH 1,5 mediante la adicién de HCI 1 M. En estas condiciones el producto, de color naranja
intenso, precipitd y a continuacion fue filtrado y lavado con agua destilada, que fue eliminada a
presion reducida. En el siguiente paso, 0,45 g (1,8 mmol) de este producto y 0,6 mL (4,3 mmol)
de trietilamina, fueron disueltos en 10 mL de tetrahidrofurano, La mezcla de reaccién se enfrio
hasta 0 °C, mientras se anadian 0,5 mL (5,1 mmol) de cloruro de metacriloilo, mediante goteo y
bajo agitacion. La reaccion fue mantenida durante 24 horas a temperatura ambiente, y el
tetrahidrofurano fue finalmente eliminado a vacio. El producto final fue recristalizado en una
mezcla tetrahidrofurano-etanol (80:20) y precipitado en éter. El rendimiento obtenido fue

cercano al 70%.

RMN-"H (CDCls, 300 MHz) &: 8,43 (d, 1H, J=9 Hz), 6,16 (d, 1H, J=9 Hz), 5,91 (s, 1H),
5,52 (s, 1H), 4,57-4,41 (m, 4H), 3,49 (s, 3H), 1,81 (s, 3H).

HO e 'e)

o)
N _N o N
— \o + g \ O + O —_— - \o
N Cl =\

NO, NO, NBDM NO,

Figura 3.2. Sintesis del monémero metacrilico fluorescente NBDM.

3.2.3. Formacién y caracterizacién de los complejos polielectroliticos

polimero/ADN

Los complejos polielectroliticos polimero/ADN (polyplexes) fueron preparados a
distintas relaciones polimero/ADN. En el caso del sistema Ta-HPMA y de los polimeros
glucosidicos se usaron relaciones molares de cargas N/P, refiriéndose N a la amina terciaria
del mondémero catiénico y P a los grupos fosfato de las bases nitrogenadas de la cadena de
ADN.
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En el caso de los copolimeros poli(EPA-co-HPMA) las relaciones polimero/ADN van
desde 2/1 hasta 20/1, en peso, con una concentracion final de 1 yg de ADN en 100 uL de
disolvente. La formacion de los complejos fue llevada a cabo mediante la mezcla de una
disolucion (500 pg/mL) del correspondiente polimero y una disolucion del plasmido estudiado
(200 pg/mL) usando PBS (tampdn salino, pH 7,4) como disolvente. Esta mezcla fue mantenida
a temperatura ambiente y sin agitacion durante 1 h para permitir la formacién de los complejos

mediante interaccion electrostatica.

En el caso de los polimeros derivados de TEDETA, y de los polimeros glucosidicos, las
relaciones N/P van desde 1/1 hasta 8/1, en proporcién molar, con una concentracion final de 1
Mg de ADN en 100 pL de disolvente. La formacion de los complejos fue llevada a cabo
mediante la mezcla de una disoluciéon (500 pg/mL) del correspondiente polimero y una
disolucion del plasmido estudiado (200 pg/mL) usando agua destilada como disolvente. Esta
mezcla fue mantenida a temperatura ambiente y sin agitacion durante 1 h para permitir la

formacion de los complejos mediante interaccion electrostatica.

Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis de los polimeros dendrénicos fue llevada a cabo en un gel al 0,9%
(p/v) de agarosa, en presencia de bromuro de etidio (EtBr) y la migracion se realiz6 aplicando
100V durante 30 minutos. El patrén de pesos moleculares A-Hindlll (1 pg), fue usado como

control.

Medida del tamafio de particula y determinacién de la carga en superficie
(Potencial )

El tamafio de los complejos fue determinado mediante medidas de dispersion de luz
(DLS) (NanoZS Malvern Instruments), y su carga en superficie (Potencial ¢) fue medida usando
un Zetamaster System (Malvern Instruments). Los polyplexes derivados de los copolimeros
poli(EPA-co-HPMA) fueron preparados afiadiendo 25 ug de ADN en 800 pL de tampdn salino
(PBS, pH 7,4). Las muestras de los derivados de TEDETA y de los polimeros glucosidicos
fueron preparadas afiadiendo 10 ug de ADN en un volumen final de 800 yL de agua destilada.
Ademas, para cada serie de polimeros, se prepararon también algunas muestras utilizando una
disolucion tampén a pH 5 (pH lisosomal) formulado a base de sales de fosfato. En todos los
casos cada medida fue realizada por triplicado, a 25 °C, dejando 1 minuto de equilibrado antes

de cada medicién. El tiempo de adquisicion fue de 300-600 segundos para cada muestra'®"®.
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3.2.4. Respuesta celular con HPMA. Transfeccién y citocompatibilidad

3.2.4.1. Eficiencia de transfeccion y actividad metabdlica in vitro de los polimeros
derivados de EPA y HPMA

Estudio de transfeccion in vitro

Para este estudio se utilizaron fibroblastos Swiss 3T3 de ratén, cultivados en
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich), suplementado con un 10% de
suero fetal bovino (FBS) y un 1% de Penicilina/Estreptomicina (P/S). Los pases se realizaron

semanalmente usando tripsina.

Los complejos polielectroliticos fueron preparados a diferentes relaciones
polimero/plasmido, en peso, desde una relacién 1/1 hasta una relacién final 20/1, utilizando
medio de cultivo DMEM sin suero como disolvente. Como control positivo de transfeccion se
utilizaron complejos formulados con poli(L-lisina) (PLL), lineal de 70-150 kDa (Sigma-Aldrich) y
el plasmido en las mismas condiciones. Como control negativo se utilizaron células sin tratar y

células tratadas con ADN desnudo.

Para llevar a cabo la transfeccion, se sembraron 20000 células/cm? en placas de 96
pocillos, y fueron incubadas durante 24 horas, a 37 °C en una atmésfera humeda y con un 5%
de CO,. Pasado este tiempo, el medio de cultivo de cada pocillo fue sustituido por 100 pL (1 ug
de ADN) de la correspondiente solucién de complejo polimero/ADN en medio de cultivo sin
suero, con la que se incubaron durante 4 horas. Tras este tiempo de incubaciéon con los
polyplexes, el medio fue retirado de cada pocillo y sustituido por medio de cultivo completo, con
el que fueron incubadas durante 48 horas, a 37 °C en una atmésfera humeda y con un 5% de
CO, Todas las muestras se sembraron y midieron por triplicado. Finalmente, el medio de
cultivo fue recolectado, y el ensayo fue realizado utilizando el kit comercial BioLux Gaussia
Luciferase Assay Kit (New England Biolabs) siguiendo las instrucciones del proveedor. La
expresion de luciferasa fue cuantificada con un lector de placas VICTOR3 V (Multilabel

Counter, Perkin Elmer BioSignal Inc.)".
Determinacion de la actividad metabélica in vitro

La actividad metabdlica frente a la presencia de los polimeros de estudio fue
determinada mediante el ensayo con el reactivo comercial Alamar Blue (Biosource
International, Invitrogen). En esta determinacion se estudiaron disoluciones de polimero libre,
incluyendo PLL como control, en el medio de cultivo DMEM sin suero. Se comenz6 realizando
una disolucion madre de polimero (2,5 mg/mL) que fue sucesivamente diluida, utilizando mas

medio de cultivo como disolvente. Todas las muestras se sembraron y midieron por triplicado.
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Tras incubar las células durante 4 horas en presencia de la disolucion de polimero, se
retiré el medio de cultivo de cada pocillo, siendo reemplazado por medio de cultivo completo,
con el que las células fueron incubadas durante 48 horas. Pasado este tiempo, el medio fue
sustituido por una solucion del reactivo Alamar Blue al 10% en Hank’s Balanced Salt Solution
(Sigma-Aldrich). Tras 3 horas de incubacién a 37 °C en una atmésfera humeda y con un 5% de
CO,, la absorbancia de cada muestra fue medida a 550 y 595 nm usando un lector de placas
VICTORS V. EIl porcentaje de reduccion de Alamar Blue fue calculado usando el factor de

correlacidon Rq indicado por el proveedor.

3.2.4.2. Eficiencia de transfeccion y citocompatibilidad in vitro de los polimeros
derivados de Ta, Te y HPMA

Estudio de transfeccion in vitro

Para este estudio se utilizaron fibroblastos Swiss 3T3 de ratén, cultivados en medio de
cultivo DMEM (Gibco), suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS) y un 1% de
Penicilina/Estreptomicina (P/S). Los pases se realizaron semanalmente usando tripsina/EDTA y

el cultivo fue incubado a 37 °C en una atmosfera humeda y con un 5% de CO..

En este estudio se prepararon diferentes relaciones molares polimero/plasmido (N/P),
desde una relacion 1/1 hasta una relacion final 8/1, utilizando medio de cultivo DMEM sin suero
como disolvente. Como control positivo de transfeccion se utilizaron complejos formulados con
polietilenimina (PEI) hiperramificada de 25 kDa (Sigma-Aldrich) y el plasmido en las mismas
condiciones. Como control negativo se utilizaron células sin tratar y células tratadas con ADN

desnudo.

Para llevar a cabo la transfeccion, se sembraron 10000 células/cm? en placas de 96
pocillos, que fueron incubadas durante 24 horas, a 37 °C en una atmdsfera humeda y con un
5% de CO,. Pasado este tiempo, el medio de cultivo de cada pocillo fue sustituido por 100 pL
(1 ug de ADN) de la correspondiente solucion de complejo polimero/ADN en medio de cultivo
sin suero, con la que se incubaron durante 4 horas. En el caso del copolimero Tes, también se
realizé una incubacién de 24 horas con los polyplexes en medio sin suero. Tras este tiempo de
incubacion con los polyplexes, el medio fue retirado de cada pocillo y sustituido por medio de
cultivo completo, con el que fueron incubadas durante 48 horas, a 37 °C en una atmodsfera
humeda y con un 5% de CO, Todas las muestras fueron sembradas y medidas por triplicado.
Finalmente, el medio de cultivo fue recolectado, y el ensayo fue realizado utilizando el kit
comercial BioLux Gaussia Luciferase Assay Kit siguiendo las instrucciones del proveedor. La
expresion de luciferasa fue cuantificada con un lector de placas BioTek Synergy HT (Biotek

Instruments).
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Determinacion de la citotoxicidad y proliferacién celular in vitro

La viabilidad celular de los cultivos fue determinada tras los experimentos de
transfeccion mediante un ensayo con Calceina AM (Molecular Probes). Esta molécula
fluorescente es internalizada a través de la membrana plasmatica de las células vivas, siendo

por tanto un marcador de viabilidad celular.

Una vez realizado el estudio de transfeccion, los restos de medio de cultivo fueron
retirados, y tras varios lavados con PBS, se afiadieron 100 yL de una solucién de calceina (4
pMg/mL) a cada pocillo, con la que las células fueron incubadas durante 30 minutos a 37 °C en
una atmosfera humeda y con un 5% de CO,. Finalmente, la absorbancia (Aex 495 nm, A, 515
nm) de cada pocillo fue medida usando un lector de placas BioTek Synergy HT. Los resultados

fueron normalizados respecto a las células sin tratar (100% de viabilidad).

3.2.5. Respuesta celular con los monémeros derivados de EPA, a-glucosa y
B-ciclodextrina. Determinacién de su eficiencia de transfeccion y citocompatibilidad

in vitro

Para este estudio se utilizaron fibroblastos Swiss 3T3 y células epiteliales de origen
tumoral B16, siendo ambas lineas procedentes de raton. Ambas lineas celulares fueron
cultivadas en medio de cultivo DMEM (Gibco), suplementado con un 10% de suero fetal bovino
(FBS) y un 1% de Penicilina/Estreptomicina (P/S). Los pases se realizaron semanalmente
usando tripsina/EDTA y ambas lineas celulares fueron mantenidas a 37 °C en una atmdsfera
humeda y con un 5% de CO..

El ensayo de transfeccion fue realizado en idénticas condiciones a las descritas para el
estudio con los polimeros dendrénicos. Se prepararon diferentes relaciones molares N/P,
desde 1/1 hasta una relacion final 8/1, utilizando medio de cultivo DMEM sin suero como
disolvente. Como control positivo de transfeccion se utilizd PEI hiperramificada de 25 kDa, y
como control negativo se utilizaron células sin tratar y células tratadas con ADN desnudo. Para
llevar a cabo la transfeccion, se utilizaron fibroblastos Swiss 3T3 y células tumorales B16 en
idénticas condiciones. Se sembraron 10000 células/cm? en placas de 96 pocillos, que fueron
incubadas durante 24 horas. Pasado este tiempo, se retird el medio de cultivo de cada pocillo y
fue reemplazado por 100 pL (1 pg de ADN) de la correspondiente solucion de complejo
polimero/ADN en medio de cultivo sin suero. Tras incubar las células en estas condiciones
durante 4 horas el medio de cultivo de cada pocillo fue sustituido por medio de cultivo
completo, con el que fueron incubadas durante 48 horas. Finalmente, el medio de cultivo fue
recolectado, y el ensayo fue realizado utilizando el kit comercial BioLux Gaussia Luciferase
Assay Kit siguiendo las instrucciones del proveedor. La expresion de luciferasa fue cuantificada

con un lector de placas BioTek Synergy HT (Biotek Instruments).
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Determinacion de la citotoxicidad y proliferacién celular in vitro

El ensayo citocompatibilidad fue realizado utilizando calceina, también en idénticas
condiciones a las descritas para el estudio con los polimeros dendrénicos, afiadiendo la
disolucién de calceina a cada pocillo, con la que las células fueron incubadas durante 30
minutos a 37 °C en una atmésfera humeda y con un 5% de CO,. La absorbancia (Aex 495 nm,
Aem 515 nm) de cada muestra fue registrada con ayuda de un lector de placas BioTek Synergy

HT. Los resultados fueron normalizados respecto a las células sin tratar (100% de viabilidad).

3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Copolimeros con HPMA

Como se ha mencionado en la Introduccidon de este capitulo, cada uno de los dos
sistemas con HPMA ha sido evaluado en un laboratorio diferente y con distinto protocolo. Asi,
los copolimeros poli-(EPA-co-HPMA) se evaluaron en el Network of Excellence of Functional
Biomaterials (NFB) en Irlanda utilizando relaciones vector/ADN en peso segun el protocolo
establecido en este grupo. Se estudid la viabilidad celular de los vectores aislados (sin ADN)
usando Alamar Blue. El reactivo Alamar Blue es un indicador para la determinacion de la
actividad metabdlica de un cultivo celular basado en la capacidad natural que poseen las
células vivas de reducir el ingrediente activo de este reactivo, la resazurina, en una molécula
llamada resofurina, cuya fluorescencia puede ser medida, obteniendo de este modo una
medida cuantitativa, que debe ser normalizada respecto a los valores obtenidos por las células

no tratadas o células control?’. Como control positivo de transfeccion se utilizé PLL.

El sistema Ta-HPMA (y Te-HPMA) se estudid, en cambio, en el Instituto de Estudios
Biofuncionales (IEB) de la Universidad Complutense en Madrid. Para estos estudios,
posteriores a los del sistema EPA-HPMA, se eligi6 el mismo modelo celular y el mismo
plasmido que para dicho sistema, pero se implementaron ciertas modificaciones (descritas a
continuacion) para hacer un estudio mas coherente y mas ajustado a la experiencia del Grupo
de Ingenieria de Tejidos con el que se colabora. Asi, se eligié PEI hiperramificada de 25 kDa
como control positivo debido a su mayor similitud estructural con las estructuras Ta y Te. Se
llevd a cabo el estudio usando relaciones molares de carga N/P en vez de en peso para facilitar
el andlisis de balance de carga comparativo entre las diferentes composiciones. Se evalud la
citotoxicidad de los complejos y no de los polimeros como en el sistema anterior ya que la
viabilidad celular en respuesta al complejo como tal puede explicar algunos de los resultados
de transfeccion. Ademas, se usé un ensayo con calceina, el cual puede proporcionar una
medida de la viabilidad celular mas exacta que la medida indirecta obtenida con el ensayo de

Alamar Blue? 2

, que sélo nos ofrece una medida indirecta, a través de la actividad metabdlica
del cultivo. Finalmente, el analisis de la formacién de complejos mediante DLS se llevd a cabo

en agua destilada y no en PBS debido a la dificultad mostrada por los polimeros EPA-HPMA
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para realizar las medidas en medio con sales, donde se obtuvieron medidas con grandes
desviaciones, requiriendo grandes cantidades de plasmido para tal fin. Debido a ello se decidié
utilizar agua destilada como disolvente, que a pesar de ofrecer menor similitud con el medio de
cultivo donde se realizaran los ensayos biolégicos”, permitid utilizar unas cantidades de
plasmido asequibles, tanto a nivel de amplificacion como de purificacién, mediante técnicas
convencionales de biologia molecular. El tamafio de particula de los complejos polielectroliticos
en un medio con una pequefia concentracion de sales suele ser mayor al obtenido en agua
destilada *°. En los resultados obtenidos en este estudio usando la disolucion salina a pH 5 no
se encontraron diferencias significativas de tamafio con las muestras medidas en agua

destilada.

Debido a estas diferencias entre ambos protocolos, las evaluaciones de los dos
sistemas no son directamente comparables por lo que se describen independientemente. Sin
embargo, si se ha podido hacer una puesta en comun conjunta que se recoge en el apartado
3.3.1.3.

3.3.1.1. Polimeros derivados de EPA y HPMA

Los analisis de tamafio de particula y potencial ¢ (figuras 3.3a y 3.3b) de los polyplexes
obtenidos con diferentes relaciones en peso polimero/ADN fueron realizadas por triplicado. Los
copolimeros EPA3;, y EPA4, no fueron capaces de complejar el ADN plasmidico, presentando
valores de potencial { negativos y tamafos de particula cercanos a los del plasmido sin
complejar, superiores a 500 nm. Estos datos no se han representado en esta tesis doctoral con
el objetivo de simplificar la representacion grafica de los resultados. Los resultados de los otros
copolimeros capaces de complejar ADN (EPAsy, EPA7;y y EPAgy) muestran que todos los
complejos poseen un tamafo de particula comprendido entre los 50 y 200 nm, considerado el
Optimo para la internalizacion celular. Ademas, los valores de potencial { (cercanos o
superiores a +20 mV) indican que los complejos son estables en disolucién. Un resultado
interesante es la carga negativa del complejo 2/1 con el copolimero EPAg. Siendo este
copolimero el que posee una mayor densidad de carga de los tres evaluados (esta relacién en
peso corresponde aproximadamente a una relacion de cargas N/P de 1,6/1) este resultado
sugiere que en este caso no todas las cargas positivas son efectivas en la complejacion,
probablemente debido a que la alta densidad de las mismas y la repulsion electrostatica entre
unidades vecinas hace que las cadenas no puedan adoptar conformaciones compatibles con
una alta cancelacion de cargas con el ADN. Este hecho puede ocasionar para este sistema a

esta relacién una eficiencia en la carga de ADN inferior a las otras composiciones.

Las células fueron incubadas junto a los polyplexes durante 4 horas en ausencia de
suero, tiempo suficiente para la internalizacion de los polyplexes en las células, vy
posteriormente incubadas durante 2 dias en medio de cultivo completo. Tras este tiempo, las

medidas de luminiscencia fueron realizadas. Células no tratadas y células transfectadas con
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ADN desnudo fueron utilizadas como controles negativos. Las mediciones de luminiscencia
obtenidas por las células tratadas con ADN desnudo fueron idénticas a las obtenidas con las
células sin tratar, debido a que este ADN es rapidamente degradado por accion de las
nucleasas citosolicas®, por ello no han sido representadas en este trabajo. Los complejos
formados con PLL y EPA;q fueron utilizados como control positivo de transfeccion,
representandose en la figura 3.3c sélo sus mejores niveles de transfeccién. Los copolimeros
EPA3y y EPA4¢ no fueron utilizados en este ensayo de transfecciéon debido a su mencionada
incapacidad de complejar el ADN plasmidico. En esta figura 3.3c se puede observar que el
copolimero EPAs;y muestra los mayores niveles de transfeccion en todas las relaciones
estudiadas, mientras que el copolimero EPAg, presenta muy bajos niveles de transfeccion
(presentando los mayores niveles en las relaciones intermedias 6/1 y 8/1) y el copolimero
EPA;, presenta niveles de transfeccion bajos aunque superiores a EPAg,, siendo las mejores

relaciones las mas altas, 15/1 6 20/1.

El sistema EPAsy, que es claramente superior, se caracteriza por ser el que posee
menor proporcion del mondmero cationico EPA de los tres copolimeros evaluados capaces de
complejar. Es destacable que este copolimero EPAs, presenta para casi todas las relaciones
los menores tamafios y los valores de potencial { menos positivos. Esta composicion parece
tener un balance mondmero neutro anfifilico/monémero cargado suficiente para complejar ADN
y formar polyplexes y a la vez adecuado para la estabilizacion de entidades de menor tamario
debido a la menor repulsion electrostatica (hay una menor densidad de carga) y a la mayor
presencia de HPMA. La incorporacion de unidades de HPMA puede apantallar interacciones
idnicas extra ademas de contribuir, debido a su caracter anfifilico, a la estabilizacion coloidal de
los polyplexes permitiendo en definitiva la formacion de particulas de menor tamafio que las
otras composiciones. En la figura 3.4 se muestra esquematicamente la informacion
microestructural a nivel de triadas mas pobladas de acuerdo al analisis llevado a cabo en el
Capitulo 2. Se puede observar que la densidad de carga es muy alta en los sistemas EPAg vy
EPA7, y muy baja en los EPA3y y EPA4, (en estos ultimos es tan baja que no pueden complejar
ADN). EPA5, tiene una densidad de carga intermedia y una presencia significativa de unidades

de HPMA a lo largo de la cadena.
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Figura 3.3. Copolimeros poli(EPA-co-HPMA) a) Tamafio medio de particula de los polyplexes
formados a diferentes relaciones polimero/ADN, en PBS (pH 7,4). b) Determinacion de la carga en
superficie (potencial ¢) de los polyplexes en PBS (pH 7,4). c) Eficiencia de transfeccién de los polyplexes,
a diferentes relaciones polimero/ADN (p/p), en comparacién con los controles positivos PLL y EPA1g, €n
fibroblastos Swiss 3T3. La transfeccion fue realizada en ausencia de suero durante 4 horas, incubando
posteriormente las células durante 48 h en medio de cultivo completo. Los valores de los controles
positivos representados corresponden con los mejores resultados, obtenidos a las relaciones 15/1 en el
caso de la PLL, y 10/1 en el caso del EPA1q. En esta figura no se han representado los resultados
obtenidos con los polimeros EPA3p y EPA+o, debido a su incapacidad de complejar ADN. Los resultados

obtenidos con las células tratadas con ADN desnudo fueron idénticos a los de las células control.
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Las mediciones llevadas a cabo a pH 5, cuyos resultados no se muestran en la
presente tesis doctoral, mostraron que los polimeros son capaces de formar complejos
estables con ADN, mostrando una carga en superficie cercana a +40 mV, y unos tamafos de
particula en el rango cercano a 200 nm. Este es un dato relevante, ya que demuestra que estos
complejos permanecen estables en las condiciones existentes el interior del lisosoma, y una
vez liberados de éste, el polimero permanece complejado al plasmido, protegiéndolo de las
nucleasas y otros factores hostiles presentes en el medio intracelular.
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Figura 3.4. Copolimeros poli(EPA-co-HPMA). Triadas mas pobladas (de acuerdo a la tabla 2.3
del Capitulo 2).

El copolimero EPA5, presenta ademas una excelente citocompatibilidad, mejor que la
de los copolimeros EPA;o y EPAg y comparable a la de EPA3p y EPA4, tal y como se muestra
en la figura 3.5, donde se representa el estudio de actividad metabdlica llevado a cabo con el
reactivo comercial Alamar Blue. Los resultados muestran la actividad metabdlica, que indica de
una forma indirecta la viabilidad celular relativa de los fibroblastos Swiss 3T3 frente a los
polimeros libres disueltos a diferentes concentraciones en el medio de cultivo. Esta figura
muestra que, como era de esperar y confirmando las hipétesis iniciales, la citotoxicidad es
dependiente de la composicién molar de los copolimeros y de la propia concentraciéon de los
polimeros. Cuanto mayor es la incorporacion de HPMA mayor es la actividad metabdlica,
siendo similar a la de los controles positivos a partir del EPAsy. Es decir, EPAsy, EPA3z Yy EPA4
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no son citotdxicos ni siquiera a altas concentraciones de polimero mientras que EPA7q y EPAg,
muestran un comportamiento dependiente de la concentracion, siendo EPAg, el sistema mas

téxico aunque menos que el control negativo PLL.

Esta citocompatibilidad de los sistemas EPAsy, EPA3y y EPA4 es un resultado de gran
interés pues demuestra que una incorporacion del 50% de HPMA (o mayor) apantalla lo
suficiente las cargas positivas como para reducir su citotoxicidad a cero. Recordemos que
EPA,o y EPA3 no eran capaces de complejar ADN pero que EPAs si. Es decir, EPAs, presenta
un balance unico de componentes (ver figura 3.4), de unidades cargadas capaces de
interaccionar con el ADN y de unidades neutras citocompatibles de HPMA, capaz a la vez de
complejar ADN y de reducir la citotoxicidad a cero. Es ademas, o tal vez a consecuencia de

ello, el sistema con una significativamente mayor capacidad de transfeccion.
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Figura 3.5. Copolimeros poli(EPA-co-HPMA). Porcentajes de actividad metabdlica (ensayo con
Alamar Blue) de los fibroblastos Swiss 3T3 tras 4 horas de incubacion en presencia de los copolimeros
poli(EPA-co-HPMA) y del control positivo PLL. Los datos fueron tomados tras 48 horas de incubacién en

medio completo y normalizados respecto a la actividad metabdilca obtenida por las células sin tratar.

En la figura 3.5 se ha representado la eficiencia de transfeccion de cada polimero frente
a su actividad metabodlica a cada concentracion con el fin de evaluar conjuntamente los datos.
Para ello se han aproximado las concentraciones de polimero a sus valores analogos en los
polyplexes. Las concentraciones estudiadas en este ensayo de viabilidad celular, de 20, 60 y
100 pg/mL se corresponden con las cantidades de polimero presente en los polyplexes con
relaciones polimero/ADN 2/1, 6/1 y 10/1. Esta aproximacion debe de tomarse de forma
orientativa, ya que la toxicidad que presentan estos polimeros catidnicos en su forma libre en
disolucién es siempre superior a la mostrada por éstos cuando se encuentran en forma de
complejo polielectrolitico con el ADN; debido, entre otras razones, a la neutralizacion parcial de
las cargas positivas de éstos durante el proceso de complejacion. Debido a esto, los valores

reales de viabilidad celular serian superiores a los mostrados en la figura 3.5.
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En la figura 3.6 se observa que, tal y como se ha descrito antes, EPAs es un sistema
claramente superior al resto, con un balance transfeccion/citotoxicidad excelente. Resulta
también destacable que el copolimero EPAg presenta muy bajos niveles de transfeccién en
todas las proporciones estudiadas, presentando los mayores niveles en las relaciones
intermedias 6/1 y 8/1. A relaciones mas altas la transfeccidon es casi nula, probablemente
debido a su alta toxicidad. Sin embargo, se observa que incluso a bajas relaciones
polimero/ADN, donde se observa una baja toxicidad de este sistema, el polimero es incapaz de
transfectar. En el caso del copolimero EPA;,, observamos también bajos niveles de
transfeccion, aunque en este caso los valores mas altos aparecen en las relaciones mas altas,
15/1 6 20/1, superando a los valores obtenidos por los controles positivos PLL y EPA; . Este
es un hecho bastante destacable ya que estas relaciones para EPA;, son las mas tdxicas de
acuerdo a la figura 3.6. Este resultado podria ser explicado, no obstante, debido a la
inestabilidad que presentan las estructuras celulares, principalmente las membranas
plasmatica y nuclear durante el proceso de muerte celular, lo que podria facilitar la entrada de
estos complejos en la célula, y la expresiéon de nuestro gen marcador, la luciferasa, durante

este periodo de tiempo previo a la muerte celular®.
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Figura 3.6. Copolimeros poli(EPA-co-HPMA). Representacion de la eficiencia de transfecciéon de
los 3 copolimeros capaces de complejar ADN (EPAg, EPA7o y EPAsg) frente a su actividad metabdlica,

usando las relaciones polimero/ADN 2/1, 6/1 y 10/1.

En definitiva, el sistema EPAs, es el mejor sistema de esta familia, el mas efectivo en
transfeccion superando en casi un orden de magnitud a los controles. Parece que en esta
composicion el balance entre la unidad neutra anfiflica HPMA y la cargada EPA en el

copolimero estadistico es adecuado para una buena complejacion y estabilizacion del polyplex
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(formando polyplexes con tamafios en torno a los 100 nm), y para una adecuada
citocompatibilidad. Hay que remarcar que este balance se produce en un copolimero
estadistico en el que ambas unidades estan distribuidas estadisticamente a lo largo de las
cadenas. Este tipo de disposicion estructural (figura 3.4) de ambas unidades es bien distinto
de los copolimeros de bloque o de injerto que son los mas descritos en la literatura. Este
balance de ambos componentes en la cadena en EPAs, y el efecto apantallante del HPMA,
puede estar ademas relacionado con una disociacion facilitada del complejo en el citoplasma
(una vez internalizado en la célula), permitiendo la llegada del plasmido al nucleo celular y la
expresion de las proteinas codificadas por éste?*?®, Este hecho podria explicar parcialmente la

alta eficiencia de transfeccion de este sistema comparado con los otros.
3.3.1.2. Polimeros derivados de Tay HPMA, y de Te y HPMA

La formacion de los complejos polielectroliticos con estos copolimeros a diferentes
relaciones molares N/P fue examinada mediante electroforesis en gel de agarosa (figura 3.7)
asi como mediante DLS (los anadlisis de tamario de particula y potencial { se muestran en la
figura 3.8.ay 3.8.b).

PTa Ta;s Tayg

Figura 3.7. Movilidad electroforética del ADN plasmidico en los complejos polimero/ADN a
diferentes relaciones N/P.
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En el ensayo de electroforesis, el ADN libre, no complejado, es capaz de migrar

libremente hacia el polo positivo'®"?

. En la figura 3.7 se puede observar como el ADN es
complejado por los polimeros en todas las relaciones N/P estudiadas, excepto en la relacion
N/P mas baja (1/1) del copolimero con la mayor proporcion de HPMA, Ta,s y en el caso del
copolimero degradable Teys Este comportamiento esta de acuerdo con el estudio de DLS
(figura 3.8b) en el que se observa, para esta relacion 1/1, una dependencia de los valores de
potencial ¢ con la composicion, siendo este potencial para Tess Y Tags negativos y para Tage
positivo pero menor que para Tazs. En el caso de Tays parece que su baja densidad de carga y
el posible efecto apantallante del componente mayoritario HPMA dificulta la interaccion
electrostatica y la complejacion eficiente del ADN. En el caso de sistema degradable Tegs, la
complejacién no se da de forma completa en las relaciones 1/1 y 2/1, lo cual puede ser debido
a una disminucién de las cargas efectivas en el polimero por degradacién parcial del 3-amino-
éster. Estos copolimeros a estas relaciones N/P pueden no ser tan efectivos en la carga de
ADN como los otros. En cualquier caso, si parece haber complejacion parcial ya que los
valores de potencial son superiores a los mostrados por el plasmido desnudo (cercanos a -70
mV).

Por otra parte, es destacable que el valor de potencial del homopolimero Taq a la
relacién 1/1 (N/P) es muy cercano a cero mientras que los de Tazs y Tas, son claramente
positivos, lo cual puede ser debido al posible efecto del HPMA anfifilico como estabilizador
coloidal, efecto que hace que la cadena de estos copolimeros con HPMA tengan mayor
preferencia por situarse en la superficie que TAq. Ya que la relacién N/P 1/1 se refiere a una
relaciéon estequiométrica de carga y siendo las curvas usadas en las mediciones del potencial ¢
monomodales, esta diferencia en los valores de potencial parecen indicar que en el caso de
Taqgo el ADN esta mas expuesto al medio para esta relacion 1/1. Para relaciones N/P mayores
de 1/1 los polyplexes presentan valores de potencial positivos y muy similares, por encima de

+20 mV (valores que indican que los polyplexes son estables en disolucién).

Figura 3.8. Polimeros dendrénicos. a) Tamafio de particula de los polyplexes formados a
diferentes relaciones molares N/P en agua destilada. b) Valores de potencial { de los polyplexes a
diferentes relaciones N/P en agua destilada. c) Eficiencia de transfeccion de los polimeros estudiados, a
diferentes relaciones molares N/P, en comparacién con PEI, tras 48 horas, en fibroblastos Swiss 3T3. d)
Viabilidad celular de los fibroblastos Swiss 3T3, determinada mediante un ensayo con calceina, 48 horas
tras la transfeccién con los polimeros estudiados, en comparacién con el control positivo PEIl. La
determinacion de la viabilidad celular fue realizada mediante un ensayo con calceina, normalizando todos
los resultados respecto a los de las células no tratadas. Los resultados obtenidos con las células tratadas
con ADN desnudo fueron idénticos a los de las células control, por este motivo estos valores no han sido

representandos en las graficas.
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3. Complejacién con ADN, respuesta celular y transfecciéon

En la figura 3.8a por ofra parte se han representado los tamafios de particula de los
complejos polielectroliticos, que mostraron unos tamanos en el rango entre 100 y 300 nm,
mostrando cierta tendencia a tener un tamafo menor al incrementar la relacion N/P. También
resulta destacable que los sistemas con menores proporciones de HPMA muestran tamafos de
particula mayores, lo cual esta de acuerdo con lo observado en el sistema anterior y puede
atribuirse a la capacidad de estabilizacion coloidal del HPMA. Hay que sefalar que es un
analisis de tendencias, pues hay casos concretos que no se ajustan al mismo como es el del
complejo Tazs en la relacion 2/1 que presenta un tamafio anormalmente mayor que su serie.
Las mediciones realizadas en medio acido (pH 5), mostraron complejos estables con ADN, con
carga neta en superficie cercana a +40 mV, y unos tamafos de particula similares a los
obtenidos en medio neutro. Estos resultados, no mostrados en este trabajo, demuestran no
s6lo que los polyplexes son estables en el interior del lisosoma, sino que ademas, la presencia
de sales en el medio no influye de forma significativa en el tamafo de particula ni en el valor de

su carga en superficie.

En la figura 3.9 se muestra de forma esquematica la distribuciéon de cargas a lo largo
de la cadena polimérica en funcion de los datos mostrados en la tabla 2.4 del Capitulo 2 de
este trabajo. La estructura dendritica de Ta hace que la distribucion de cargas sea muy
particular y muy diferente a la del sistema EPA-HPMA. En este caso por ejemplo no es posible
tener cargas aisladas rodeadas por unidades de HPMA. Se puede observar que el
homopolimero Tai Yy €l copolimero Tazs presentan una densidad de carga muy alta. El
copolimero Tays presenta una densidad local de cargas (asociada a la naturaleza dendritica)
alta pero una densidad global a lo largo de la cadena es muy baja, incapaz de complejar
eficientemente ADN en la relacién 1/1 como se ha mencionado anteriormente. El copolimero

Taye presenta una densidad global intermedia.

La eficiencia de transfeccion (figura 3.8c¢) de los polimeros estudiados fue determinada
utilizando fibroblastos Swiss 3T3 de ratén. Los polyplexes fueron formulados a diferentes
relaciones molares N/P, desde el valor 1/1 hasta 8/1, e incubados con las células durante 4
horas (en el caso del copolimero degradable también durante 24 horas) en medio de cultivo sin
suero, con el objetivo de evitar interacciones inespecificas de éstos con las proteinas del suero.
Las células no tratadas, y células tratadas con ADN desnudo fueron usadas como control
negativo, mientras que como control positivo de transfeccién se utilizaron polyplexes

formulados con PEI hiperramificada de 25 kDa.
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Figura 3.9. Copolimeros poli(Ta-co-HPMA). Triadas mas pobladas (de acuerdo a la tabla 2.4 del
Capitulo 2).

La mayor actividad de la luciferasa fue obtenida en la relacion molar 4/1 (N/P) para
todos los sistemas. Para esta relacion, el homopolimero Tay mostré niveles de transfeccion
similares a los obtenidos con PEI, mientras que los copolimeros Ta;s y Tase, mostraron niveles
de transfeccion notablemente mayores. Es destacable que el copolimero con mayor proporcion
de Ta, Tazs, muestra la mayor eficiencia de transfeccion; el copolimero intermedio, Tass, mostrd
también altos niveles de transfeccion. Sin embargo, el copolimero con menor proporcion de Ta,
Tays, ha mostrado los menores niveles de transfeccion, lo cual puede estar relacionado con la
baja eficiencia de complejacion antes mencionada. Por tanto, la incorporacion de HPMA en
relaciones adecuadas, que en este caso estan dentro del rango de fracciones molares en
alimentacion de HPMA de 0,25 y 0,50, mejora la eficiencia de transfeccion como ocurria en el
caso del sistema EPA-HPMA.

La viabilidad celular en presencia de estos polimeros, fue evaluada tras 48 horas de
incubacion, mediante un ensayo con calceina. Como se ha mencionado antes, la calceina
puede proporcionar una medida de la viabilidad celular mas exacta que el reactivo comercial
Alamar Blue. En la figura 3.8d se representa el porcentaje de viabilidad de los polimeros
estudiados. Los datos fueron normalizados respecto a las células no tratadas (100% de
viabilidad). Los polimeros sintetizados de la serie Ta-HPMA, asi como la PEI, no muestran una
toxicidad significativa (viabilidad celular cercana o superior al 80%) tras la transfeccion con
bajas relaciones N/P (4/1 o inferiores). Sin embargo, en la relacién 8/1, la viabilidad se ve

sensiblemente reducida excepto para el copolimero rico en HPMA Taos, lo cual esta de acuerdo
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con el efecto citocompatibilizante de HPMA que ya se observo para el sistema EPA-HPMA. En
cualquier caso, se puede observar que los tres copolimeros poli(Ta-co-HPMA) mostraron
niveles de citocompatibilidad muy similares a la relacion N/P 4/1 en la que ofrecen los mayores
niveles de transfeccién. Es decir, en la relacion 4/1, se puede concluir que las diferencias en los
niveles de transfeccion entre ellos no pueden ser atribuidas a que existan diferencias en el

numero de células vivas capaces de expresar la luciferasa en cada muestra.

Respecto al copolimero degradable Teys, sus niveles de transfeccion fueron cercanos a
los del control positivo PEI cuando se incubd con las células durante 4 horas. En estas
condiciones mostré unos niveles de toxicidad moderados, muy similares a los de su copolimero
homologo Tass excepto para altas relaciones N/P. Sin embargo, cuando la incubacion en
presencia de los polyplexes se prolongd durante 24 horas los niveles de viabilidad celular y
consecuentemente de transfeccion se redujeron sensiblemente. Este hecho debe de
relacionarse con el proceso degradativo asociado a la hidrdlisis del 3-aminoéster y a la mayor
toxicidad de la amina dendritica en forma libre comparada con la toxicidad de la amina unida a
la macromolécula y rodeada de unidades de HPMA. Recordemos que en Capitulo 2 se
describia que a pH 7 este éster activado tenia una vida media de unos dias (ver figura 2.25) y
que tras 24 horas de incubacion en medio acuoso ha sufrido una degradacion significativa,
liberando un 20% de amina al medio de cultivo, influyendo en la respuesta celular. En definitiva

el caracter degradable del copolimero Teys hace que este sistema no sea un vector apropiado.
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Figura 3.10. Polimeros dendronicos. Representacion la eficiencia de transfeccién de los
diferentes polimeros frente a su viabilidad en fibroblastos Swiss 3T3 a las diferentes relaciones N/P

estudiadas.

88



3. Complejacién con ADN, respuesta celular y transfecciéon

A modo de conclusion del analisis de este sistema, en la figura 3.10 se representa la
eficiencia de transfeccion de cada polimero respecto a su viabilidad, pudiéndose observar
como a pesar de la alta citocompatibilidad mostrada por estos sistemas, existiendo una gran
densidad de puntos cercanos a un 100% de viabilidad y los niveles de transfeccién son bajos
en la mayoria de los casos. Existe sin embargo, un cierto rango de composicién Ta-HPMA
(entre los sistemas Tays ¥ Tazs) en la que el balance global para ciertas relaciones N/P es muy
positivo en términos de citocompatibilidad y eficiencia de transfeccion. Se observa de nuevo

que una apropiada incorporacion de HPMA hace al sistema superior.

3.3.1.3. Analisis conjunto de los sistemas EPA-HPMA y Ta-HPMA

Como se ha mencionado anteriormente, las significativas diferencias entre los dos
protocolos usados para el estudio de cada uno de los dos sistemas, hace imposible una
comparacion directa entre ambos. Sin embargo, se han obtenido conclusiones comunes que
invitan a hacer un andlisis final conjunto. Para ello, en la figura 3.11 se han representado, para
los dos sistemas por separado, los datos de transfeccion y viabilidad antes discutidos en
funcion de la fraccion molar nominal de HPMA. En este apartado no se ha incluido el sistema

degradable que ha mostrado ser poco apropiado para esta aplicacion.

A la vista de los resultados obtenidos con estos copolimeros, la primera conclusion que
se puede obtener es que se ha demostrado que la presencia del monémero HPMA aumenta la
citocompatibilidad de los copolimeros de los que forma parte (marcadores huecos en la figura
3.11). A partir de fracciones molares de aproximadamente el 50% los sistemas no son
citotoxicos ni siquiera a altas relaciones N/P, y se comportan como los controles
citocompatibles. Este efecto citocompatible se puede atribuir a la disminucion de la densidad de
carga en la cadena asi como a la menor accesibilidad de dichas cargas al incorporarse HPMA,
caracteristicas que reducen la interaccién directa entre las cargas positivas del polimero y los
dominios anidnicos de la membrana celular que son responsables de la citotoxicidad de estos

sistemas?.

En segundo lugar, para los dos sistemas existe un balance composicional (en el caso
del EPA-HPMA se da en el sistema EPAsy, mientras que en el Ta-HPMA se da entre Tas, v
Tazs) para el que hay una mejora sustancial de la eficiencia de transfecciéon comparado con los
homopolimeros catidnicos o los controles poliaminados como PLL o PEI (marcadores rellenos
en la figura 3.11). Incorporaciones de HPMA mas altas que estas dificultan la complejacion y
no son apropiadas. Esta mejora en la eficiencia de transfeccién puede estar relacionada con
varios factores, como la mayor citocompatibilidad de estos sistemas, lo que permite que una
alta proporcion de células se mantengan vivas para expresar la luciferasa codificada por el
plasmido utilizado. Ademas, los polimeros con menor proporcion de mondmero catiénico
presentan una menor densidad de carga positiva, facilitando la liberacion del ADN del complejo

polielectrolitico una vez que éste ha entrado en la célula®*>*,

89



3. Complejacién con ADN, respuesta celular y transfecciéon

Q
~

' ' ' ' — 10°
]
o 4 A
Q R
Q 100 4 10°
3 2
e A
i ® Relacién EPA/ADN E
en peso
.-9 50' i . O.m 2 104 »
.Z AN o,® 6
© A, A 10
< A %, % PLL
0 v v v v ? 103
10 30 50 70 PLL
trol
HPMA (% molar) eonto
' r r Relacion N/P 10°
O A O,m 1 O
A 0,e 2
A A,A 4
b) v 8
100 = A O 5
< 5 g a o 10
= P
© -
2 . =
_‘% 50- v 10*
S N
Y o
] ° s
0 ' ' . ' 10°
0 25 50 75 PE|
HPMA (% molar) (control)

Figura 3.11. Representacion de la eficiencia de transfeccion (marcadores rellenos) y actividad metabolica
o viabilidad celular (marcadores vacios) frente a la proporcion molar de HPMA de los sistemas: a)
poli(EPA-co-HPMA) b) poli(Ta-co-HPMA).
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Por tanto, parece que existe un efecto sinérgico cuando se combinan estadisticamente
y en las relaciones molares apropiadas (cercanas al balance equimolar) unidades cationizables
capaces de complejar ADN y unidades neutras citocompatibles y estabilizantes de HPMA. Esto
ha sido especialmente asi para el sistema EPAs, que ha mostrado ser un sistema muy
superior a cualquiera de los controles, con muy baja citotoxicidad y una eficiencia de
transfecciéon casi un orden de magnitud superior a los controles. El sistema Ta-HPMA ha
mostrado ciertas diferencias, y no ha sido tan abrumadoramente superior a los controles. Un
aspecto diferenciador interesante es el hecho de que la mayor eficiencia de transfeccion se ha
conseguido con el sistema Tazs, seguido del Tas, que poseen (sobre todo el Ta;s) una
densidad de aminas superior al EPAs5, debido a la naturaleza dendritica de Ta. Recordemos
que la carga molar de aminas de Tas Yy Tazs era andloga a la de EPA; y EPAg
respectivamente. Los resultados también sugieren que los derivados de Ta no tienen una
citotoxicidad intrinseca asociada a las cargas positivas tan alta como la de los controles o el
propio poli-EPA. Estas diferencias podrian estar de acuerdo con un menor numero de cargas
positivas ‘efectivas’ o ‘accesibles’ presentes en los polimeros dendrénicos respecto a sus
sistemas EPA-HPMA ‘homalogos’.

Para finalizar este analisis, recordemos que la mayoria de ejemplos descritos en la
literatura reciente que combinan estos dos tipos de estructuras, describen combinaciones de
polimeros preformados de los dos sistemas y no copolimeros estadisticos. Este trabajo sugiere
que la combinacién de unidades complementarias a lo largo de la cadena, y no en forma de

copolimeros de bloque o de injerto, puede ser una aproximacion ventajosa.

3.3.2. Copolimeros glucosidicos

Debido al gran numero de polimeros glucosidicos sintetizados, y con el objetivo de
poder realizar una comparacion cuantitativa de los resultados obtenidos con estos polimeros se
tuvieron en cuenta una serie de factores a la hora de disenar los ensayos de transfeccion y
citocompatibilidad. En primer lugar, hay que tener en cuenta que la eficiencia de transfeccion
de nuestros sistemas ha sido determinada de una forma indirecta a partir de las Unidades
Relativas de Luminiscencia (RLUs) proporcionadas por el lector de placas. Estas unidades,
como su propio nombre indica, son relativas, es decir, el valor numérico obtenido no hace
referencia a una concentracion de luciferasa en la muestra, por lo que es necesario llevar a
cabo el estudio de transfeccion y viabilidad celular completo en un Unico experimento y en
idénticas condiciones, utilizando todos los polimeros a estudiar, asi como los controles
positivos, en nuestro caso PEl y EPA4y. También es necesario tener en cada placa de cultivo
controles negativos, células sin tratar y células tratadas con ADN desnudo. Ademas, con este
planteamiento se minimiza ademas la influencia de factores inherentes a la evolucién del
cultivo celular y su envejecimiento. Para poder asegurar, ademas, la reproducibilidad de los

resultados, este experimento fue realizado varias veces, mostrando todos los polimeros
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similares comportamientos. En este trabajo se muestra, de forma representativa, los resultados

obtenidos en una de estas repeticiones.

Ademas, este estudio se ha realizado de forma simultanea con dos lineas celulares, los
fibroblastos Swiss 3T3 y células epiteliales de origen tumoral B16, ambas de ratén, con el
objetivo de estudiar de una forma comparativa la capacidad de transfeccion vy
citocompatibilidad de los copolimeros de estudio en células control, en nuestro caso los
fibroblastos, y en las células tumorales B16. El experimento con ambas lineas celulares fue
realizado en idénticas condiciones. Ademas, para poder asegurarnos de la fiabilidad de una
comparacién entre ambas lineas celulares, un ensayo de actividad metabdlica fue llevado a
cabo con Alamar Blue (cuyos resultados no se muestran en este trabajo), donde se pudo
comprobar que la actividad metabdlica en ambas lineas celulares, era muy similar tras el
tiempo de incubacidon correspondiente a este ensayo, lo que nos permite asegurar la

comparabilidad de los resultados de ambas lineas.

3.3.2.1 Copolimeros poli(EPA-co-CDSt) y poli(EPA-co-MCDSt)

En las figuras 3.12a y 3.12b se muestran los tamaros de particula, asi como la carga
en superficie de los polyplexes formados con los polimeros derivados de ciclodextrina a las
diferentes relaciones N/P estudiadas. EI homopolimero de referencia MCDSt o9, que no posee
unidades cationizables, no es capaz de complejar ADN y se mantiene soluble en el medio por
lo que el estudio de polyplexes por DLS muestra para todas las relaciones solo entidades
similares a las de ADN desnudo, de tamafios cercanos a 500 nm y potenciales { muy negativos
cercanos a -70 mV. El copolimero con un 20% molar de CD permetilada muestra un
comportamiento similar a bajas relaciones N/P (entidades tipicas de ADN desnudo, tamafios de
nuevo de 500 nm y potenciales de -70 mV), es decir, en estas condiciones MCDSt,, tampoco

es capaz de complejar ADN.

Figura 3.12. Copolimeros poli(EPA-co-CDSt) y poli(EPA-co-MCDSt) a) Tamafio medio de
particula de los complejos polimero/ADN, en agua destilada. b) Determinacién de la carga en superficie
(potencial ¢) de los complejos utilizando agua destilada como disolvente. c) Eficiencia de transfeccion de
los diferentes complejos polimero/ADN a diferentes relaciones molares N/P, en comparacion con los
controles positivos PEI y EPA1qo, en fibroblastos Swiss 3T3. d) Viabilidad celular de los fibroblastos Swiss

3T3, 48 horas tras la transfeccién en comparacion con los controles positivos PEl' y EPAqq.
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La razén de este comportamiento debe de estar asociada a los impedimentos estéricos
de la CD debido a su gran volumen®, tal y como se muestra en la figura 3.13 (parte derecha).
Aunque un 20% molar no es un contenido alto en moles, si lo es en volumen o en peso ya que
esta unidad es aproximadamente 9 veces mas grande que el EPA y como se observa en la
figura 3.13 las cargas tiene un gran apantallamiento estérico que dificulta la posible interaccion
con el ADN. Al aumentar la relacién N/P a 4/1 o 8/1, cuando el sistema tiene un gran exceso de
cargas positivas, los polimeros pueden compensar dicho apantallamiento y el porcentaje de
cargas capaces de interaccionar con el ADN es ya suficiente para formar complejos,
observandose en las figuras 3.12a y 3.12b como MCDSty, en las relaciones 4/1 y 8/1 da lugar

a entidades con potenciales  cercanos a cero y tamafios de unos 250 nm.

Los sistemas con un 10%, y especialmente aquellos con un 5% molar de CDSt, no
sufren este apantallamiento estérico de forma tan acusada (ver esquema de la figura 3.13) y
pueden interaccionar con el ADN en todas las relaciones como lo indican los datos de tamarios
y potenciales de las figuras 3.12a y 3.12b, muy diferentes de los tipicos de ADN desnudo. Se
observan, sin embargo, importantes diferencias entre el uso de CD permetilada y no
permetilada. Analizando en primer lugar las interacciones en la relacion 1/1 se puede observar
que los copolimeros con CD no permetilada dan lugar a entidades con superficies positivas y
tamafios mayores que las entidades que se forman a partir de los copolimeros con CD
permetilada, entidades que en este caso tienen superficies negativas. Estas diferencias en
potenciales sugieren que los copolimeros portadores de CD no permetilada tienen una mayor
interaccion con el ADN que los sistemas con CD permetilada. Las CD no permetiladas son
sistemas glucosidicos polihidroxilados, con menor solubilidad en agua que sus homodlogos
hidroxilados, debido a la existencia de enlaces de hidrégeno dentro del anillo oligosacaridico,
pudiendo tener esta mayor anfifilia un papel en la interaccion del sistema con ADN Ademas,
como se ha visto en el estudio con el homopolimero MCDStyq9, €l monémero derivado de la
forma permetilada de la B-CD es incapaz de complejar ADN incluso con altos excesos de
polimero. El caracter negativo de las superficies en los derivados permetilados para esta
relacién 1/1, indica también que en estos sistemas parte del ADN es accesible al medio

circundante.

Por otro lado, en las figuras 3.12a y 3.12b se observa que para la mayoria de las
relaciones N/P los polyplexes que se forman con los derivados portadores de CD permetilada
son de menor tamafio (entre 50 y 200 nm) que los que se forman con CD sin permetilar (entre
150 y 450 nm). Este hecho puede estar de acuerdo con el caracter anfifilico de la estructura
permetilada y su capacidad estabilizante, la cual ha sido descrita en la literatura®, que permite
la estabilizacion de particulas de un menor tamafio disminuyendo su tendencia a la agregacion.
Los sistemas portadores de CD no permetilada, mas hidrofilicos, parecen tener un
comportamiento mas agregativo en concordancia con la formaciéon de enlaces de hidrégeno y

la baja solubilidad de la B—CD descrito en la literatura®®. Recordemos también que los
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copolimeros con estas CD no permetiladas han mostrado una solubilidad muy comprometida

en medios polares o tampones acuosos y de hecho no han podido ser caracterizados por GPC.

10 % molar de [M]CDSt 20 % molar de [M]CDSt

Figura 3.13. Representaciéon esquematica de secuencias con un 10 y un 20% molar de derivado
de CD.

En la figura 3.12c se representan los resultados de transfeccion obtenidos con los
sistemas derivados de CD, tanto en su forma hidroxilada como permetilada, utilizando los
fibroblastos Swiss 3T3 de ratdn como linea celular de estudio. Los sistemas que tenian
dificultades para complejar ADN (o no eran capaces de ello), el homopolimero MCDStyq vy el
copolimero MCDSt,, obviamente muestran unos niveles de transfeccion muy bajos, similares a
los que presenta el ADN desnudo. Este ADN desnudo es incapaz de llevar a cabo el proceso
de transfeccion??, como se observé al medir la luminiscencia de las células tratadas con
plasmido libre, que mostraron en todos los casos los mismos valores de luminiscencia que las
células sin tratar. Debido a esto, no se han representado estos valores en ninguna de las
gréficas de transfeccion de la presente tesis doctoral.

Los derivados con un 5 o 10 % molar de CD tienen un comportamiento muy
dependiente de la permetilacién, y muy relacionado a su vez con la citocompatibilidad de las
estructuras permetiladas o no permetiladas. Los estudios de viabilidad celular se muestran en
la figura 3.12d. Los derivados no permetilados CDSt5; y CDSt;, muestran un caracter citotéxico,
mayor que el control EPAq, Yy creciente al aumentar la relacion N/P. Este resultado indica que
la unidad portadora de la CD nativa no permetilada contribuye de forma aditiva con la unidad
cationizable a la citotoxicidad. Esto puede estar relacionado con la capacidad descrita en la
literatura de estas CD para extraer elementos hidrofébicos de membrana, desestabilizandola®.
Esta citotoxicidad creciente al aumentar la relacion N/P explica la variacion de los datos de
transfeccion de estos sistemas no permetilados, que es alta para la relacion 1/1 y disminuye de
forma creciente al aumentar dicha relacion, siendo la transfeccion en la relacion mas alta 8/1

muy baja. En cualquier caso, es destacable la alta transfeccion de estos sistemas en la relacion
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1/1, especialmente la del CDStyo. Es destacable por otra parte que el mejor sistema de los no
permetilados (CDSty, en la relaciéon 1/1, muy superior al control PEI para esta relaciéon y al
propio EPA;o que es muy poco eficiente) es el que formaba polyplexes positivos mas grandes,
de alrededor de 450 nm, cuando esta descrito que la internalizacion esta favorecida con

tamarfios menores de éstos’.

Los copolimeros con un 5 y un 10% de CD permetilada, MCDSt; y MCDSt,q, tienen un
comportamiento radicalmente diferente en citotoxicidad y son efectivos en transfeccién a
cualquier relacion N/P, con eficiencias mayores o del orden del control PEI (a excepcion del
MCDSt;, a la relacion 1/1 que tiene una eficiencia muy baja). En la figura 3.12c se puede
observar que estos sistemas son muy citocompatibles, especialmente el MCDSt4,, que incluso
a la relacion mas alta de 8/1 tienen una viabilidad similar al control. ElI control EPA4q, el
polimero sin CD, tiene una citotoxicidad creciente con la relacién N/P, siendo muy téxico en la
mas alta 8/1. Todo ello indica que, al igual que ocurria con la unidad HPMA en los copolimeros
descritos anteriormente, la unidad de CD permetilada confiere citocompatibilidad al sistema, y
que un 10% molar del mismo hace al copolimero citocompatible en cualquier relacion N/P (o al
menos en las ensayadas aqui). Es de destacar que, a excepcion del sistema MCDSt en la
relacion 1/1, todos los polyplexes derivados de estos dos copolimeros, tienen una alta y
constante eficiencia de transfeccion, claramente superior a la del control PEI para bajas
relaciones y similar para la mas alta 8/1. Los polyplexes derivados de estos copolimeros eran

los que mostraban de promedio un menor tamario, entre 50 y 100 nm.

Se puede hacer por tanto un analisis, en el caso de la CD permetilada, similar al que se
hizo con HPMA en cuanto al balance de componentes. La inclusién de CD permetilada confiere
citocompatibilidad al sistema, y un 10% molar (que corresponde a un 40 % en peso
aproximadamente) hace al polyplex citocompatible en todo el rango de relaciones N/P. Sin
embargo, el gran volumen de este sustituyente hace que un 20% 6 mas de carga estirénica
dificulte la complejacién con el ADN y haga al sistema inefectivo. Parece que el balance ideal
es el que se da en el copolimero MCDSt,,, con una alta y constante eficiencia de transfeccion y
una nula citotoxicidad para todos las relaciones N/P. Es un sistema superior globalmente al
control PEI a excepcion de la relacion 1/1 para la que este sistema no es efectivo, tal vez
debido a la ligera carga negativa superficial de este polyplex en comparacion con el resto.
Algunos de los factores relacionados con la CD permetilada que podrian estar implicados en
esta buena eficiencia podrian ser la mencionada capacidad de estabilizacion que protege el
ADN y favorece la formacion de polyplexes de pequefio tamafo, asi como la liberacién de ADN

en el citoplasma.
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Determinaciéon de la eficiencia de transfeccién y viabilidad celular con los
complejos derivados de los copolimeros poli(EPA-co-CDSt) y poli(EPA-co-MCDSt) en

células epiteliales de origen tumoral B16

En la figura 3.14 se muestran los resultados de los transfeccion y citocompatibilidad
realizados con las células tumorales B16 de raton. En esta figura se han incluido de nuevo los
resultados obtenidos con fibroblastos Swiss 3T3 (figuras 3.14a y 3.14c¢) para facilitar el analisis
comparativo. Los ensayos con ambos tipos de células fueron realizados en las mismas
condiciones. Los resultados obtenidos con las dos lineas celulares son en general muy
comparables, observandose de nuevo el efecto citotdxico de la CD no permetilada y el efecto
citocompatible de la permetilada. En relacion con este dato, de nuevo la eficiencia en
transfeccion de los polyplexes derivados de la estructura no permetilada disminuyen al
aumentar la relacion N/P, siendo el valor a N/P de 1/1 superior al control de PEI. Los derivados
con CD permetilada MCDSt,, y MCDSt,o, no son eficientes probablemente por su baja o nula
capacidad de complejar ADN, como ocurria antes. Los sistemas MCDSt; y MCDSt;q, en
cambio, si son eficientes y superiores o comparables al control para todas las relaciones, a

excepcién de nuevo del MCDStq en la relacién 1/1.

Hay sin embargo hechos distintivos en esta linea celular que pueden ser relevantes. En
primer lugar hay que tener en cuenta que los niveles de transfeccion de todos los sistemas de
estudio, asi como los de los controles positivos PEl y EPA;qo muestran unos niveles de
luminiscencia (RLUs) superiores al doble de los mostrados en células Swiss. En segundo lugar,
se observa una citotoxicidad diferencial para ciertos sistemas como el control PEI, o los
polyplexes derivados de MCDSt; y MCDSty,. Todos ellos son mas toxicos en las células
tumorales. Esta citotoxicidad diferencial puede tener gran interés, comos e comenta mas

adelante y sera explorada en el futuro.

Ademas, ya que el sistema MCDSt,, sigue siendo totalmente citocompatible y eficiente
(excepto para la relacion 1/1), la citotoxicidad mostrada por el control PEI refuerza el valor de
los resultados obtenidos, pues apunta a que el balance de unidades en dicha estructura
MCDSt o puede ser superior a una poliamina pura en un balance global con diferentes lineas

celulares, ya que las poliaminas son intrinsecamente citotéxicas.

En cualquier caso, a pesar de que PEI es citotdoxico con esta linea tumoral en la
relacién 8/1 (con una viabilidad del 50%), su eficiencia en esta relacién es la mas alta de la
serie. Como se ha mencionado anteriormente, esta alta transfeccion podria estar relacionada
con la inestabilidad que presentan las membranas plasméatica y nuclear durante el proceso de
muerte celular, inestabilidad que podria facilitar la entrada de estos complejos en la célula, y la

replicacion y transcripcion del gen durante este periodo de tiempo previo a la muerte celular.
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Figura 3.14. Copolimeros poli(EPA-co-CDSt) y poli(EPA-co-MCDSt) a) Eficiencia de transfeccion
en fibroblastos Swiss 3T3 (figura 3.12c). b) Eficiencia de transfeccién de los polyplexes en células
tumorales B16. c) Viabilidad celular de los polyplexes en fibroblastos Swiss 3T3 (figura 3.12d). d)

Viabilidad celular de los polyplexes en Células tumorales B16.

3.3.2.2 Copolimeros poli(EPA-co-GLCSt)

En las figuras 3.15a y 3.15b se muestran los tamarfios de particula, asi como la carga
en superficie de los polyplexes formados con los polimeros derivados de a-glucosa (monémero
GLCSt) a las diferentes relaciones N/P estudiadas. Se puede observar que los copolimeros con
una alta carga de unidad estirénica glucosidica tienen dificultades para complejar ADN. Asi, el
sistema GLCSt;,, en las relaciones 1/1 y 1/2 muestra valores de potenciales de -50mV,
cercanos a los tipicos de ADN desnudo, y tamafos por encima de 200 nm. Estos valores
indican que en estos copolimeros tan ricos en GLCSt, las unidades cationizables estan
altamente impedidas estéricamente e interaccionan con dificultad con el ADN (ver esquema de
la figura 3.16). En el analisis de triadas del Capitulo 2 para este tipo se copolimeros, se
mostraba que GLCSt;, poseia muy pocas triadas EEE, y una mayoria en orden creciente de
EEU*, EEU y UUU (tabla 2.8). En cualquier caso, el hecho de que las caracteristicas sean
cercanas pero no tan extremas como las tipicas del ADN desnudo, muestran que existe una
complejacion parcial, a diferencia de algunos ejemplos del apartado anterior que eran
totalmente incapaces de complejar. De nuevo, a mayor relacién N/P mayor complejacion
(potenciales menos negativos), ya que el numero relativo de cargas accesibles capaces de
interaccionar con ADN aumenta correlativamente. El sistema derivado de GLCSt35, que posee
ya una mayoria de grupos cationizables (ver figura 3.16), muestra un comportamiento menos
extremo, con potenciales claramente positivos a altas relaciones N/P y siendo la relacién 1/1 la
unica con valores de potencial muy negativos. Este sistema poseia como triadas mas pobladas
las EEE y EEU*, seguidas por las UUE* y EUE (tabla 2.8). El hecho de que aun existiendo un
porcentaje medio de triadas EEE y EEU* (fracciones molares de 0,30 y 0,27 respectivamente),
este copolimero compleja mal en la relaciéon 1/1 indica que la estructura lateral polihidroxilada
GLCSt ejerce un significativo poder apantallante sobre las secuencias de dos o tres cargas de
EPA.
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Figura 3.15. Copolimeros poli(EPA-co-GLCSt) a) Tamafio medio de particula de los complejos
polimero/ADN, en agua destilada. b) Determinacion de la carga en superficie (potencial ¢) de los
complejos formulados utilizando agua destilada como disolvente. c) Eficiencia de transfeccion de los
diferentes complejos polimero/ADN derivados de a-glucosa en comparacion con los controles positivos
PEI y EPA100, en fibroblastos Swiss 3T3. d) Viabilidad celular de los fibroblastos Swiss 3T3, 48 horas tras
la transfeccion con los polimeros derivados de la a-glucosa, en comparacion con los controles positivos
PEI'y EPA+qo.

El resto de los copolimeros forman polyplexes con superficies claramente positivas,
indicativas de una complejacién completa con ADN, a excepcion de la relacién 1/1 en la que los
polyplexes son negativos o neutros. En esta relacion 1/1, que es la estequiométrica de cargas,
se observa un comportamiento bastante singular pues la carga superficial no es correlativa a la
composicion sino que al aumentar la carga de GLCSt desde 5 % molar a 70 % molar, pasa de
negativa (-40 mV para el 5%) a neutra (20%) y de nuevo a negativa como se ha mencionado
antes (-50mV para el 70%). Parece que largas secuencias de unidades cationizables de EPA
(presentes en GLCSts, con una mayoria abrumadora de triadas EEE) y los posibles efectos de
repulsidon electrostatica y restriccion asociada de configuraciones, tiene un efecto de
apantallamiento similar al de las unidades de GLCSt en los copolimeros ricos en el mismo
(GLCStyzg). Se podria decir que el balance microestructural del copolimero GLCSt,, (mayoria de
triadas en orden creciente de EUE, EEU* y EEE) permite el porcentaje relativo de cargas
accesibles mas alto. Este copolimero en la relacion 1/1 da lugar a polyplexes mayores que los
otros de esta serie (a excepcion del mas rico en GLCSt), lo cual podria estar explicado por esta
cancelacion completa de cargas y la incapacidad estabilizante de las estructuras de GLCSt.
Esta incapacidad estabilizante esta de acuerdo también con la tendencia de tamanos de los
sistemas en la relacion 8/1 donde hay exceso claro de carga positiva para todos los sistemas.
En esta relacién, cuanto mayor es la cantidad de GLCSt, mayor es el tamano, lo que indica que
GLCSt confiere al complejo propiedades agregantes antes que estabilizantes. Este
comportamiento estara probablemente relacionado con la formacion de enlaces de hidrégeno

en estas estructuras polihidroxiladas.

En las figuras 3.15¢c y 3.15d se muestran los resultados de transfeccion y
citocompatibilidad de los polimeros derivados de a-glucosa en células Swiss 3T3. A excepcion
de la relacion N/P mas alta 8/1, en la que los sistemas son muy poco eficientes, se puede
observar como los niveles de transfeccién de estos copolimeros son comparables a las del
control de PEl y en general superiores al control EPA;y. Al aumentar la relacién N/P los
sistemas muestran una tendencia global a ser menos eficientes, tendencia muy clara en la
relacion 8/1. Este hecho se puede relacionar con la citotoxicidad de los sistemas, al igual que
ocurria con los derivados de CD no permetilada. Las unidades de GLCSt parecen conferir
citotoxidad a los sistemas. Fijandonos en la relacién 1/1 se observa que cuanto mayor es la
carga de GLC menor es la viabilidad celular. Igualmente cuanto mayor es la relacion N/P menor
es la viabilidad para todos los sistemas. En definitiva, estos resultados indican que la

incorporacion de GLC no es apropiada para esta aplicacion.
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HO HO Q :
HO HO
10 % molar de GLCSt 20 % molar de GLCSt 35 % molar de GLCSt 70 % molar de GLCSt

Figura 3.16. Representacién esquematica de secuencias con un 10, 20, 35 y 70% molar de
derivado de GLCSt.

Determinacion de la eficiencia de transfeccidon y viabilidad celular con los
complejos derivados de los copolimeros poli(EPA-co-GLCSt) en células epiteliales de

origen tumoral B16

En la figura 3.17b se muestran los niveles de transfeccion de los copolimeros
derivados de a-glucosa en los células epiteliales de origen tumoral B16 de ratén. En esta figura
se han incluido de nuevo los resultados obtenidos con fibroblastos Swiss 3T3 para facilitar el
analisis comparativo (figuras 3.17a y 3.17c¢). Como ocurria con los derivados de CD, los
resultados de viabilidad, y especialmente los de transfeccidon, son muy comparables para las
dos lineas celulares. Por ello, los resultados de transfeccion no se van discutir de nuevo ya que
lo dicho en el apartado anterior es aplicable a esta linea. Unicamente hay que sefalar que,
como en el caso de los derivados de CD, los valores de RLUs obtenidos con esta linea tumoral
son cercanos al doble del valor obtenido por estos sistemas, incluidos los controles positivos,

en células Swiss.

Figura 3.17. Copolimeros poli(EPA-co-GLCSt) a) Eficiencia de transfeccion en fibroblastos Swiss
3T3 (figura 3.15c). b) Eficiencia de transfeccién de los polyplexes en células tumorales B16. c¢) Viabilidad
celular de los polyplexes en fibroblastos Swiss 3T3 (figura 3.15d). d) Viabilidad celular de los polyplexes
en Células tumorales B16. Los experimentos fueron realizados en idénticas condiciones para ambas
lineas celulares. Para todos los copolimeros se estudiaron todas las relaciones N/P formuladas. Los

controles positivos de transfeccién utilizados fueron PEI y EPA1qo.
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Respecto a la citocompatibilidad sobre esta linea celular tumoral (figura 3.17d), se
puede observar una tendencia muy comparable a la obtenida con las Swiss, aunque en general
los niveles de viabilidad en la linea celular tumoral son mayores, lo que parece indicar que esta
linea celular tumoral tiene una mayor tolerancia hacia este tipo de copolimeros. Resulta
destacable el sistema GLCSt;;, donde la diferencia de viabilidad es mas acusado, siendo

mucho mas compatible con las células tumorales que con los fibroblastos.

3.3.2.3 Copolimeros poli(EPA-co-MGLCSt)

En las figuras 3.18a y 3.18b se muestran los tamafios de particula, asi como la carga
en superficie de los polyplexes formados con los polimeros derivados de la forma permetilada
de a-glucosa a las diferentes relaciones N/P estudiadas. De nuevo se observa que el
copolimero mas rico en MGLCSt (MGLCSty) tiene dificultades para interaccionar y complejar
ADN, ya que muestra potenciales { negativos en todas las relaciones, siendo estos cercanos a
-50 MV a las menores relaciones. Recordemos que en esta composicion habia muy pocas
triadas EEE y muchas UUU y UUE* (tabla 2.8). De todas formas, el hecho de que incluso a
estas bajas relaciones no se alcancen los valores del ADN desnudo, asi como los tamafos
estudiados que son siempre inferiores a 300 nm, indican que en cualquier caso si existe cierta
interaccion electrostatica, la cual obviamente depende de la relacién N/P. Cuanto mayor es
esta relacion N/P, mayor numero de cargas accesibles y mayor interaccién con al ADN, ya que
el potencial ¢ es menos negativo y el tamafio es menor. En los polyplexes derivados de estos

sistemas en cualquier caso una fraccién significativa de ADN esté expuesta al ambiente.

Figura 3.18. Copolimeros poli(EPA-co-MGLCSt) a) Tamafio medio de particula de los complejos
polimero/ADN en agua destilada. b) Determinaciéon de la carga en superficie (potencial {) de los complejos
formulados utilizando agua destilada como disolvente. c) Eficiencia de transfeccion de los diferentes
complejos polimero/ADN derivados de la forma permetilada de a-glucosa en comparaciéon con los
controles positivos PEI y EPA1qo, en fibroblastos Swiss 3T3. d) Viabilidad celular de los fibroblastos Swiss
3T3, 48 horas tras la transfeccion con los polimeros derivados de la forma permetilada de a-glucosa, en

comparacion con los controles positivos PEI'y EPA .
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Comparando los resultados de potencial negativos en la relacion 1/1 con los sistemas
similares del sistema anterior basado en GLCSt, el hecho de que el copolimero con esta carga
de glucosa sin permetilar (sistema anterior GLCSt;,) formase polyplexes también con carga
negativa pero muy superiores en tamafio apunta ya a la capacidad estabilizante de la forma
permetilada MGLCSt, mas anfifilica, en contraste con el mencionado caracter agregativo de la
no permetilada. El siguiente copolimero en orden de carga de MGLCSt, MGLCSt35, muestra un
comportamiento relacionado con el de MGLCSt;y aunque su dificultad para interaccionar con
ADN es mucho menos acentuada pues solo en la relacion 1/1 muestra superficie negativa (y
con valores de potencial ¢ -30 mV), mientras que en las relaciones intermedias tiene carga
neutra y en la mas alta de 8/1 es positiva. Esta composicién tiene ya una mayoria de triadas
EEEy EEU* (figura 3.19 y tabla 2.8). El resto de los copolimeros, a excepcion del MGLCStqq
en la relacion 1/1 que forma polyplexes con un potencial { de -20 mV, complejan bien con ADN
y forman complejos con superficies claramente positivas con valores de potencial ¢ del orden
de +30 mV. Todos ellos tienen una mayoria de triadas EEE, mayor cuanto menor es la cantidad
de MGLCSt. Para casi todas las relaciones N/P, y teniendo en cuanta lo mencionado
anteriormente, existe una dependencia clara entre el valor de potencial ¢ y la composicion,
siendo la superficie mas positiva cuanto menos MGLCSt hay en el copolimero. En otras

palabras, MGLCSt ejerce un efecto apantallante sobre las aminas cationizables.

En cuanto al tamafo, siendo todos en promedio del mismo orden y pequefios (100-300
nm), se observa una tendencia a disminuir con la relacion N/P, lo cual de nuevo esta de

acuerdo con la capacidad estabilizante de la glucosa permetilada anfifilica.

En las figuras 3.18c y 3.18d se muestran los resultados de los ensayos de transfeccion
y citocompatibilidad de los sistemas derivados de la a-glucosa permetilada. Destaca la alta
eficiencia de transfeccion de los sistemas MGLCSt; y MGLCSt o a bajas relaciones N/P hasta
llegar a la relacién 4/1, superando los niveles del control positivo PEIl en todos los casos.
También son altamente sorprendentes los niveles de transfeccion obtenidos con los sistemas
MGLCSt;5 y MGLCSty, a bajas relaciones N/P llegando a superar los valores de la PEI, y en
caso de la relacion 2/1, superando incluso los niveles del copolimero MGLCStyo. Este hecho
resulta llamativo, ya que como muestran las figuras 3.18a y 3.18b, esta particulas presentan
una carga neta negativa en superficie, lo que hace que la interaccién de éstos con la
membrana plasmatica (cargada negativamente) no sea debida a una simple interaccion
electrostatica; es posible que exista alguin mecanismo especifico, como un receptor que
reconozca especificamente al derivado permetilado de a-glucosa, permitiendo su
internalizacion en la célula. En relacién con este posible mecanismo hay que sefialar que los
polyplexes derivados de MGLCSt,, en la relacién 1/1, que muestran una de las eficiencias en

transfeccion mas altas, presentaban también potenciales ¢ ligeramente negativos.

Los resultados en transfeccion deben analizarse conjuntamente con los de viabilidad,

que han resultado ser complejos y de dificil correlacion global con la composicion. De forma
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genérica, se observa que MGLCSt; y MGLCSt,, presentan un comportamiento en viabilidad
dependiente de la relacién N/P y similar al control EPA, siendo citocompatibles a bajas
relaciones N/P (en las que muestran mayores niveles de transfeccion) y toxicos en las mas
altas. Siendo los copolimeros mas parecidos a EPA;q (tienen solo un 5 6 10% de carga molar
de MGLCSt y unas fracciones molares de triadas EEE de 0,86 y 0,73, (ver figura 3.19 y tabla
2.8), tiene sentido que muestren un comportamiento en viabilidad similar, el cual es
dependiente del exceso de carga y de la citotoxicidad intrinseca asociada a la misma en
poliaminas como EPA;y. Sin embargo, esta pequefia carga molar de MGLCSt es suficiente
para incrementar enormemente la eficiencia de transfeccion a relaciones bajas de 1/1 y 1/2,
superior al control EPAy en mas de un orden de magnitud, y superior también al control PEI.
Esta gran influencia en transfeccion mostrada por una pequefa incorporacién molar de
MGLCSt en las relaciones N/P no citotéxicas puede de nuevo estar relacionada con la

existencia de algun mecanismo especifico de interaccion de MGLCSt con la membrana.

gMe 9Me OMe

® ®
Q. A (P ® 1 ! Q
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10 % molar de MGLCSt 20 % molar de MGLCSt 35 % molar de MGLCSt 70 % molar de MGLCSt

Figura 3.19. Representacién esquematica de secuencias con un 10, 20, 35 y 70% molar de
derivado de MGLCSt.

Los sistemas derivados de MGLCSt3; y MGLCSt;, presentan de promedio una buena
citocompatibilidad en todas las relaciones, lo cual se puede explicar por la menor densidad de
carga positiva (de hecho la superficie es casi siempre negativa o neutra en estos polyplexes,
siendo las fracciones molares de triadas EEE minoritarias de 0,30 y 0,042). Sin embargo, si nos
centramos en MGLCSt;,, este sistema sorprendentemente parece ser citocompatible a altas
relaciones N/P (4/1 y 8/1) y ligeramente citotdxicas a bajas relaciones (2/1 y 1/1) en las que los
polyplexes eran claramente negativos. En cualquier caso los niveles de viabilidad son siempre
superiores al 60-70%. Es destacable que a esas relaciones altas en que es mas citocompatible

es menos eficiente en transfeccion que a relaciones bajas.

Un analisis conjunto incluyendo el sistema MGLCSt,, que es muy citotdxico a altas
relaciones 4/1 y 8/1 y que sorprendentemente presenta una eficiencia en transfeccion muy baja
a bajas relaciones N/P, hace dificil extraer conclusiones generales acerca del papel de
MGLCSt en la viabilidad. Aunque de forma genérica se observa que cuanto mayor es la

cantidad de MGLCSt mayor es la viabilidad, parecen existir ciertas combinaciones de carga y
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MGLCSt para las que hay un efecto sinérgico en la citotoxicidad, tal y como se observaba en el
caso anterior EPA-GLCSt.

Determinacion de la eficiencia de transfeccidon y viabilidad celular con los
complejos derivados de los copolimeros poli(EPA-co-MGLCSt) permetilada en células

epiteliales de origen tumoral B16

En la figura 3.20 se muestran los niveles de ftransfeccion, asi como la
citocompatibilidad de los polimeros derivados de la a-glucosa permetilada en células epiteliales
de origen tumoral B16 de raton. En esta figura se han incluido de nuevo los resultados
obtenidos con fibroblastos Swiss 3T3 para facilitar el analisis comparativo (figuras 3.20a y
3.20c). De nuevo los resultados de eficiencia de transfeccion entre las dos lineas celulares son
muy comparables. Destaca el sistema MGLCSt;, que muestra la eficiencia mas alta y constante
en la linea tumoral en las relaciones 4/1 o inferiores. Hay que resaltar que los sistemas
MGLCSts y MGLCSt;o muestran en promedio casi el cuadruple de RLUs que en células Swiss,
mientras que los valores de los controles positivos PEIl y EPA;o s6lo se han visto duplicados (a
excepcion de PEI en la relaciéon 8/1, en que es ademas mas citotoxico). También resulta
destacable que los sistemas MGLCSt3;5 y MGLCSt;o no han incrementado tanto sus niveles de
transfeccion, sobre todo a altas relaciones N/P, un dato que podria estar relacionado con su
menor citocompatibiliad en esta linea celular. En realidad, los resultados de viabilidad son
comparativamente muy diferentes entre las dos lineas celulares, especialmente para estos
copolimeros MGLCSt35 y MGLCSt7g, que presentan una alta toxicidad en células tumorales,
siendo altamente compatibles en las células control. Esta toxicidad selectiva hacia células
tumorales, que ya se observo en los derivados de MCDSt, es muy interesante y sera explorada
con mayor profundidad en el futuro. De nuevo se observa una mayor sensibilidad de esta linea
celular tumoral al control PEI.

Figura 3.20. Copolimeros poli(EPA-co-MGLCSt) a) Eficiencia de transfeccion en fibroblastos
Swiss 3T3 (figura 3.18c). b) Eficiencia de transfeccién de los polyplexes en células tumorales B16. c)
Viabilidad celular de los polyplexes en fibroblastos Swiss 3T3 (figura 3.18d). d) Viabilidad celular de los
polyplexes en Células tumorales B16. Los experimentos fueron realizados en idénticas condiciones para
ambas lineas celulares. Para todos los copolimeros se estudiaron todas las relaciones N/P formuladas.

Los controles positivos de transfeccion utilizados fueron PEI 'y EPA1go.
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3.3.2.4. Anidlisis conjunto de los copolimeros glucosidicos. Influencia de la

estructura en las propiedades.

Hay tres aspectos estructurales fundamentales de los copolimeros EPA-USt que
influyen en las propiedades de los sistemas: a) La composicion, es decir, la cantidad relativa de
EPA, unidad cationizable, y de unidad estirénica sacaridica; b) La naturaleza monosacaridica u
oligosacaridica de (M)GLC y (M)CD respectivamente, y las grandes diferencias en volumen

entre ambas; y c) la permetilacion (o la no permetilacion en los polihidroxilados).

EL gran volumen de los derivados de CD hace que se hayan usado en porcentajes
molares bajos, siendo las composiciones molares mas representativas aquellas que incorporan
un 5 y un 10% molar de CD. Para los derivados de glucosa en cambio se han preparado
copolimeros en todo el rango de composiciones con el fin de poder hacer un analisis
comparativo global. Para llevar a cabo un analisis de este tipo se ha hecho una conversién de
la composiciéon molar de unidades en porcentaje molar de anillos sacaridicos. En el caso de los
derivados de glucosa, este % molar de anillos coincide con el porcentaje molar de unidad
estirénica ya que son derivados monosacaridicos. En el caso de los derivados de p-CD, que
son oligosacaridos de 7 anillos, las composiciones molares del 5 y 10% de CD se
corresponden con un 27 y 44 % molar de anillo sacaridico. Usando como ejemplo el
copolimero con un 5% molar de CD, en el que por cada 5 unidades portadoras de CD (y por
tanto 35 anillos) hay 95 de EPA, el porcentaje molar de anillo sacaridico es
(35*100)/(35+95)=27.

Influencia de la estructura copolimérica en la formacién de complejos

En todos los casos la complejacion de los copolimeros con ADN se ve dificultada en los
sistemas con mayor porcentaje de comondémero glucosidico, aunque las diferencias asociadas
al tamafio de (M)CDSt hace que en este sistema el porcentaje molar a partir del cual hay
apantallamiento de cargas sea muy pequeno, del 20%, mientras que los sistemas derivados de
glucosa necesitan un porcentaje molar muy elevado de la unidad estirénica para obtener un
efecto de apantallamiento similar (del 70%). En la figura 3.21 se muestran esquematicamente

las diferencias estructurales entre ambas familias.

Comparando las composiciones con un efecto de apantallamiento similar, (M)CDSty y
(M)GLCSt;,, evidentemente poseen una distribucion de cargas muy diferente, ya que con un
70% de (M)GLCSt la mayoria de las cargas estan rodeadas por una unidad glucosidica
(mayoria de triadas en orden creciente de UUE y UUU, tabla 2.8) mientras que el sistema con
un 20% de (M)CDSt aun mantiene largas secuencias de EPA (fraccion molar de triadas EEE de
0,52).
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Figura 3.21. Representacién esquematica de las diferencias estructurales de los polimeros
derivados de (M)CDSty y (M)GLCStzo y su posible influencia en su eficiencia el apantallamiento de las

cargas positivas del monémero EPA, y por tanto, de su complejacion con ADN.

A partir del analisis de cada uno de los sistemas se puede extraer que la permetilaciéon
tiene un papel muy relevante en la estabilizacion o agregacion de los complejos. En la figura
3.22 se han representado los tamafios de los diferentes polyplexes en funcién de la cantidad

molar de anillos glucosidicos.

El tamafio promedio de los polyplexes obtenidos a partir de copolimeros portadores de
estructuras permetiladas es claramente inferior al de los derivados glucosidicos no
permetilados. Ademas, se observa una tendencia a una disminucion o aumento de dicho
tamafio al aumentar la composicién de unidades glucosiladas permetilados o no permetiladas
respectivamente. Por tanto los derivados polihidroxilados muestran un caracter agregativo, que
se debe de relacionar con la facilidad de formacion de enlaces de hidrégeno observado en
compuestos como la B-CD, mientras que los permetilados, mas anfifilicos y sin grupos OH,
tienen capacidad estabilizante de acuerdo también a datos de literatura para CD permetiladas.
Este analisis esta de acuerdo con la solubilidad restringida de los monémeros y polimeros y

con los datos de solubilidad reportados en la literatura para la B-CD**?¢.
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Figura 3.22. Tamafio de particula de los polyplexes en funcién de la carga molar de anillo

glucosidico.

Influencia de la estructura copolimérica en la viabilidad celular

En la figura 3.23 se han representado los datos de viabilidad de la linea 3T3 en funcién
de la cantidad molar de anillos glucosidicos. En ella se puede observar que los derivados
hidroxilados, dentro de la variabilidad caracteristica de este tipo de estudios, parecen ser mas
téxicos que los permetilados. En muchos casos estos copolimeros polihidroxilados han
mostrado mayor citotoxicidad que el control EPA,q, lo que parece sugerir que la propia unidad
glucosidica no permetilada contribuye junto con la carga positiva a la citotoxicidad. Esta
diferencia asociada a la permetilacién es mas evidente para los derivados de CD. En el caso de
los derivados de glucosa, se mantiene esta diferencia en el promedio de los valores, pero un
analisis mas cuidadoso parece sugerir que existe un efecto sinérgico de las dos unidades en la
citotoxicidad para cierto balance de cargas (EPA y ADN) y unidades glucosidicas, para ambos

tipos de glucosas.
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Figura 3.23. Porcentaje de viabilidad de los fibroblastos Swiss 3T3 en funcién de la carga molar

de anillo glucosidico.

Un aspecto muy interesante de este estudio es que ha mostrado que algunos de los
sistemas derivados de MCDSt y MGLCSt poseen una toxicidad diferencial hacia células
tumorales comparadas con las 3T3, especialmente en el caso de los derivados de MGLCSt con
mayor carga glucosidica. En este tipo de sistemas, la mayoria de los complejos derivados de
MGLC35 y MGLC,, son citocompatibles o poco citotéxicos con las células Swiss pero muy
toxicos con las tumorales B16, presentando ademas estos sistemas una alta eficiencia de
transfeccion en estas condiciones. Este resultado es sumamente interesante, no sélo debido a
su toxicidad ‘selectiva’ o diferencial hacia las células tumorales, sino también debido a su alta
eficiencia de transfeccion en ambas lineas celulares, lo que nos permitiria llevar a cabo, en un
hipotético futuro trabajo, una transfeccidon con un gen que afectara de forma selectiva las
células tumorales sin afectar a las células control. De esta forma obtendriamos un sistema
capaz de atacar selectivamente a este tipo de células, introduciendo ademas un gen que
permita la eliminacién de las células tumorales supervivientes, sin afectar de forma significativa
a las células sanas presentes en este tejido. Sin embargo, para llevar a cabo este estudio se
deberian llevar a cabo antes estudios previos con estos sistemas in vivo, utilizando diferentes
modelos animales, ya que los resultados presentados en esta tesis doctoral se limitan a
expermientos in vitro, en ausencia de suero, lo que no nos permite saber si estos sistemas
presentarian la misma eficiencia, o si simplemente presentarian un comportamiento similar, en

el interior de un organismo vivo.
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Influencia de la estructura copolimérica en la eficiencia de transfeccion

En la figura 3.24 se han representado los datos de eficiencia de transfeccién en células

Swiss en funcién de la cantidad molar de anillos glucosidicos.
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Figura 3.24. Eficiencia de transfeccion en fibroblastos Swiss 3T3 en funcién de la carga molar de

anillo glucosidico.

De forma genérica se puede decir que para cada grupo, existen condiciones de
composicién y relacion N/P en las que los copolimeros son claramente mas eficientes que el
control EPA;qo. Esto quiere decir que la incorporacion de cualquiera de las unidades encuentra
una ventana de condiciones en las que la unidad glucosidica tiene un efecto beneficioso sobre
la funcionalidad del vector, probablemente debido a su mayor anfifilia (y mayor lipofilia) poseen
una mayor capacidad de interaccion con los lipidos de membrana, facilitando la entrada del
material genético al interior de la célula®. Sin embargo, existen profundas diferencias entre los
diferentes grupos. Los resultados indican que los derivados permetilados son mas eficientes
que los no permetilados. Los no permetilados, también de forma genérica, son mas eficientes a
bajas relaciones N/P, probablemente debido a la mayor citotoxicidad de estos sistemas que es
mas relevante a altas N/P. En el caso de los derivados de CD permetilados y no permetilados,

que si son comparables, se observa claramente esta superioridad asociada a la permetilacion.

Ademas, el balance global transfeccidn/viabilidad también es claramente favorable a

las estructuras permetildas. De hecho, los mejores sistemas que podriamos definir como
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elegibles para la aplicaciéon, y que son superiores a los controles en el balance global
transfeccion/citotoxicidad en las dos lineas celulares, son todos ellos permetilados como por
ejemplo MCDSt,y, MGLCSt;, o MGLCSt;y. El derivado MGLCSt;y tiene un balance de
propiedades muy singular pues son muy eficientes a pesar de tener carga negativa, lo que
sugiere cierto tipo de interaccion especifica del sistema con la membrana. Por otra parte, se
puede decir que de acuerdo a este balance global los derivados de GLCSt no son apropiados

para esta aplicacion.

En la figura 3.25 se han representado conjuntamente todos los datos. Se observa que
en el cuadrante superior derecha, que recoge los mejores sistemas en balance

transfeccion/viabilidad, hay una mayoria de derivados permetilados ademas de un control PEI.
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Figura 3.25. Polimeros glucosidicos. Representacion la eficiencia de transfeccion de los
diferentes polimeros frente a su viabilidad en fibroblastos Swiss 3T3 a las diferentes relaciones N/P

estudiadas. No se han representado aquellos sistemas que no han sido capaces de complejar.
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3.3.3. Ensayo preliminar de transfecciéon con derivados fluorescentes de

los polimeros glucosidicos

Los resultados obtenidos con los vectores glucosidicos en eficiencia de transfeccion y
viabilidad celular son variados y complejos de analizar y apuntan a aspectos y procesos
celulares de gran interés como son interacciones de membrana, efecto de la permetilaciéon en
dichas interacciones y en la liberacion del ADN, relevancia en estos aspectos de la estructura
supramolecular de la CD, etc. Aclarar algunas de estas cuestiones abiertas por este estudio, y
profundizar en los mecanismos celulares que son sensibles a los mencionados parametros
estructurales, es un reto futuro de gran interés. Como se ha mencionado en la Introduccién de
este capitulo, una via para avanzar en estos aspectos, es marcar los vectores con sondas
fluorescentes para intentar ‘observar’ el proceso intracelular, asi como el ‘viaje’ que hacen los
polyplexes desde que son puestos en contacto con el cultivo celular hasta que el gen de la
luciferasa se expresa. La sonda fluorescente permitiria la monitorizacién del proceso usando

técnicas microscépicas como la microscopia confocal.

En este sentido, en esta parte final del estudio se presenta una via de marcaje
fluorescente de los polimeros asi como un ensayo preliminar de cultivo celular en presencia de
polimeros marcados y monitorizacion del cultivo por microscopia de fluorescencia. El marcaje
se ha llevado a cabo sintetizado polimeros glucosidicos en idénticas condiciones a los
polimeros originales, aunque afadiendo un 1% molar del monémero fluorescente NBDM
(figura 3.2). Los polimeros elegidos para este estudio preliminar fueron los sistemas con 5 y
10% molar de MCDSt, GLCSt y MGLCSt, aunque las series se han identificado como USt,-F.

Este marcaje se ha podido llevar a cabo de forma sencilla gracias a la aproximacién
bottom-up de sintesis de mondmeros precursores y copolimerizaciéon explorada en este trabajo
de tesis (ver figura 3.26). Una vez llevada a cabo la sintesis de un metacrilato polimerizable
portador de la sonda fluorescente (NBDM), se han podido obtener copolimeros similares a los
estudiados en este trabajo simplemente afadiendo la cantidad elegida de precursor en la

copolimerizacion.
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poli(EPA-co-MCDSt-co-NBDM)
Figura 3.26. Esquema de la estructura de los mondmeros y de la preparacién de los copolimeros

fluorescentes sintetizados en este ensayo preliminar.
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Una vez preparados estos copolimeros conjugados con las mencionadas sondas
fluorescentes, se ha llevado a cabo un ensayo celular in vitro, realizado con el mismo protocolo
que el explicado para los polimeros glucosidicos, observando el cultivo célular con ayuda de un
microscopio de fluorescencia 4, 24 y 48 horas después de la transfeccion. En la figuras 3.27 y
3.28 se muestran algunas de las imagenes mas representativas obtenidas de cada una de las

series poliméricas estudiadas.

Figura 3.27. Micrografias obtenidas 4 horas tras la transfeccion de fibroblastos Swiss 3T3. a)
Derivado fluorescente del polimero MCDStyo, relacion N/P 2/1. b) Derivado fluorescente del polimero
MGLCSto, relacion N/P 8/1. Las micrografias fueron realizadas con un microscopio fluorescente,

utilizando un nivel de magnificacion 10x.

Figura 3.28. Micrografias obtenidas 24 horas tras la transfeccion de fibroblastos Swiss 3T3, con
el derivado fluorescente del polimero GLCSts, relacién N/P 2/1. Las micrografias fueron realizadas con un

microscopio fluorescente, utilizando un nivel de magnificacién 10x.
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Como se muestra en las figuras 3.27 y 3.28, se puede observar en color verde las
células que han internalizado los polyplexes 4 horas después de iniciar el proceso de
transfeccion, tanto en el caso de los polimeros derivados de CDSt,-F como de los derivados de
MGLCSt,-F. Sin embargo, los polimeros derivados de GLCSt,-F no son visibles hasta pasadas
al menos 24 horas tras la transfeccion, mostrando en este punto una gran cantidad de células
fluorescentes, es decir, una alta eficiencia de internalizacién de los complejos. Este resultado
podria indicar que los bajos niveles de transfeccién mostrados por estos polimeros pueden ser
debidos a que estos sistemas necesitan mas tiempo para internalizarse en la célula. Para
poder llevar a cabo posteriores estudios se debe optimizar este método mediante la
preparacion de muestras para su observacién con un microscopio confocal, que permitiria
observar en detalle la estructura celular, y la localizacién de los polimeros fluorescentes dentro
de ella.

Por tanto, se ha puesto a punto una via de marcaje fluorescente de los vectores y se ha
demostrado su utilidad en ensayos celulares preliminares. Todo ello abre la via a futuros
estudios que permitan profundizar en la localizacion y tipo de interaccion de los vectores
estudiados en este trabajo. En un primer contacto con esta técnica ya se han podido observar
diferencias de comportamiento entre las diferentes series poliméricas que podrian ser
relacionadas con su comportamiento observado en los ensayos de transfeccion y viabilidad

celular llevados a cabo.
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4. Conclusiones

1. En este trabajo se han sintetizado y caracterizado vectores poliméricos basados en
copolimeros estadisticos binarios de dos tipos de unidades, una portadora de aminas
terciarias cationizables y otra unidad neutra complementaria. Los copolimeros se han
obtenido adecuadamente mediante copolimerizacion radical convencional de parejas de
mondmeros precursores de ambos tipos, en diferentes relaciones molares de ambos. Se
han preparado dos familias de vectores agrupados en funcion de la naturaleza de la unidad
neutra, 1.- metacrilamida de N-(2-hidroxipropilo), HPMA, y 2.- diferentes derivados
glicosidicos. Se ha evaluado la influencia de cada uno de estos dos tipos de unidades
neutras en las propiedades como vectores de las dos familias copolimeros cationizables:

complejacién con ADN, respuesta celular y eficiencia de transfeccién, estos ultimos in vitro.

2. Para la familia de copolimeros binarios con HPMA, los comondmeros precursores
portadores de aminas terciarias cationizables elegidos han sido la metacrilamida de N-(2-
aminoetil pirrolidina), EPA, y dos metacrilatos (denominados Ta y Te) que incorporan la
triamina prodendritica N,N,N’,N’-tetraetildietilentriamina, TEDETA. Estos mondmeros Ta y
Te se han obtenido mediante una ruta descrita por primera vez en este trabajo basada en
una adicion de Michael selectiva sobre entrecruzantes diacrilicos asimétricos. La adicién
selectiva sobre acrilato al usar como precursor el entrecruzante metacrilato/acrilato da lugar
a un B-aminoéster lateral hidrolizable (cuya rotura libera un derivado de TEDETA), mientras
que la adicién selectiva sobre acrilamida al usar el entrecruzante metacrilato/acrilamida da
lugar a una B-aminoamida estable. Ta y Te, al igual que EPA, confieren una doble
sensibilidad a los copolimeros derivados de ellos ya que dichas unidades ademas de ser
sensibles al pH por la presencia de las aminas cationizables, muestran termosensibilidad
tipo LCST, con temperaturas de transicion dependientes del pH aunque superiores a 37 °C

para valores de pH iguales o inferiores a 9.

3. En esta familia de copolimeros binarios con HPMA, la presencia de dicho monémero neutro
en los copolimeros catiénicos incrementa por una parte su citocompatibilidad, siendo mayor
ésta cuando se incrementa proporcion de HPMA. Por otra parte, al aumentar la proporcion
de HPMA en el copolimero se aumenta sensiblemente la eficiencia de transfeccion de los
vectores, para luego disminuir debido la mayor dificultad de la interaccion entre los grupos
amino de las unidades cationizables y el ADN. Existe una determinada proporcién en la
que se obtienen sistemas con altos niveles de citocompatibilidad y alta eficiencia de
transfeccion, superiores en este balance a cualquiera de los controles. Este resultado
demuestra que la combinacién estadistica de estas dos unidades a lo largo de la cadena
(una disposicién estructural poco reportada en la literatura) puede tener un efecto
beneficioso en las propiedades finales, posiblemente debido a la modulacién de las

propiedades del complejo y de la respuesta celular al mismo (internalizacion, liberacion
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citoplasmatia, etc.) ejercida por la presencia de HPMA como unidad vecina al EPA
cationizable en la cadena. Destaca en este balance combinado
transfeccion/citocompatibilidad el copolimero poli(EPA-co-HPMA) 50:50.

En el caso de la familia de copolimeros binarios con unidades neutras glucosidicas, el
comondmero precursor portador de amina terciaria elegido ha sido el EPA. Los mondmeros
precursores glicosidicos se han elegido de entre cuatro estructuras estirénicas con
sustituyentes laterales portadores, a través de un anillo triazol (derivado del acoplamiento
click usado en la sintesis), de a-glucosa (mondémero GLCSt), a-glucosa permetilada

(MGLCSt), B-ciclodextrina (CDSt) o B-ciclodextrina permetilada (MCDSt).

La utilizacién de derivados permetilados tanto de a-glucosa como de B-CD, da lugar a
polyplexes con un tamafo de particula inferior en promedio al obtenido con los polimeros
derivados de la forma hidroxilada de estos azucares, lo cual esta de acuerdo con el
caracter agregativo de estos ultimos debido a la facilidad de formacién de enlaces de H, y

con el caracter estabilizante de los derivados permetilados.

La permetilacion tiene una influencia en la citocompatibilidad de los polimeros, mostrando
en todos los casos niveles de viabilidad celular superiores a los obtenidos con sus
homadlogos polihidroxilados y con los polimeros controles, destacando en este aspecto de
citocompatibilidad el polimero MCDSt,,. Este comportamiento diferencial se puede atribuye
a la mayor anfifilia de los derivados permetilados, que permite una mayor interaccion con la

membrana celular.

Todos los polimeros glucosidicos, permetilados o no, han mostrado un comportamiento
muy similar en eficiencia de transfeccion en los ensayos realizado sobre fibroblastos Swiss
3T3 comparados con aquellos llevados a cabo sobre células tumorales B16. La unica
diferencia observada fue que en todos los casos los niveles de transfeccién en las células
tumorales fueron cercanos o, incluso, superiores al doble de los obtenidos en los
fibroblastos. EI comportamiento en viabilidad celular también es comparable entre las dos
lineas excepto para los sistemas derivados de la forma permetilada de glucosa MGLCStz5 y
MGLCSt;, asi como el CDSts; y CDStyy (éstos ultimos en menor medida), que han
mostrado una interesante toxicidad diferencial, siendo citotéxicas sobre las células
tumorales estudiadas y citocompatibles sobre las Swiss; son candidatos prometedores para

futuros estudios en terapia génica y terapia anticancerigena.

Se ha puesto a punto una via de marcado fluorescente de los vectores poliméricos
mediante preparacion de un monémero fluorescente seguida de copolimerizacion (usando
dicho mondmero fluorescente en muy pequefio porcentaje molar) en idénticas condiciones

a las usadas para obtener los copolimeros originales.
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A. Sintesis y caracterizacion de los monémeros glucosidicos sintetizados

por el grupo de Quimica Organica Biolégica para este trabajo

A.1. Sintesis del monémero estirénico derivado de B-ciclodextrina (CDSt)

Sobre una disolucién de B-ciclodextrina (6 g; 5,28 mmol) en 267 mL de agua se
adicionaron una disolucién de CuS0,4.5H,0 (3,967 g; 15,89 mmol) en 289 mL de agua y una
disolucion de NaOH (5,29 g; 132 mmol) en 267 mL de agua. La mezcla de reaccion se agité a
temperatura ambiente durante 10 minutos y se afiadié gota a gota una disolucién de cloruro de
tosilo durante 4,5 horas. La suspension se neutralizé a pH 7 por adicién de HCI 1N (viraje de
azul intenso a azul claro), y el precipitado se filiré sobre celita, concentrandolo hasta 2/3 de su

volumen inicial. Se obtuvieron 3,09 g (45,3 %) de producto, denominado ciclodextrina-OTs.

OH OTs
HO O 0 HO O O
OFP@ ofPho
0 OH b OH
gho HO, 4o HO,
OH
o o o OH o
. . OH TsCl . . OH
HO B-ciclodextrina 6] HO B-ciclodextrina-OTs
OH o OH ol
o} o}
H H
OH OH
(o] OH OHOOH o (0] OH OHOOH O
OpH OpH
HO o HO o
OH OH

Figura A.1. Primer paso de la sintesis del monémero CDSt. Tosilacion de la B-ciclodextrina para

obtener el derivado monotosilado B-ciclodextrina-OTs.

A continuacion, 2,95 g (2,29 mmol) de B-ciclodextrina-OTs fueron disueltos en 9,3 mL
de DMF, afiadiendo 163 mg (2,5 mmol) de NaN3. La mezcla se agité a 100 °C durante 4 horas.
Pasado este tiempo se enfrid, y el producto de reaccién se precipité por la adicion de 200 mL
de acetona. Este sdlido blanco (ciclodextrina-N3) se filtrdé y se lavd con acetona y éter,
obteniendo 2,98 g.
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Figura A.2. Segundo paso de la sintesis del monémero CDSt. Tratamiento de la B-ciclodextrina-

OTs con azida sddica, para obtener el derivado B-ciclodextrina-Ns.

A una disolucién de esta [B-ciclodextrina-N; (1,00 g; 0,862 mmol) en 37 mL de

DMF/H,O (1:1) se le anadieron sucesivamente éter propargilico de 4-vinilbencilo (297 mg;
1,724 mmol), CuS0O,4.5H,0 (144 mg; 0,577 mmol) y ascorbato sédico (103 mg; 0,52 mmol). La

mezcla se calenté a 80 °C durante 3 horas. Después de este tiempo se elimind el disolvente a

vacio y el residuo fue extraido en metanol y lavado con acetato de etilo. El rendimiento final de

la reaccion fue del 43%.
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(0]
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Figura A.3. Tercer y Ultimo paso de la sintesis del monémero CDSt, mediante una reaccion de

quimica click entre la B-ciclodextrina-N3 y el éter propargilico de 4-vinilbencilo para obtener el monémero

CDSt.
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CD-OH-F_H1_s2pul_dmso_01
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1 (opm)
'H NMR (400 MHz, dmso) & 8.05 (s, 1H), 7.45 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.32 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 6.73
(dd, J = 17.7, 11.0 Hz, 1H), 5.91 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 5.75 (m, 14 H), 5.25 (dd, J = 10.9, 0.7 Hz, 1H), 5.04
(d, d = 3.5 Hz, 1H), 4.91 — 4.71 (m, 7H), 4.63 — 4.42 (m, 9H), 4.27 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 3.99 (t, J = 9.9 Hz,
1H), 3.75 — 3.47 (m, 22H), 3.46 — 3.21 (m, 20H), 3.16 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 3.07 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 2.86 (d,
J =9.6 Hz, 1H).
Figura A.4. Espectro de RMN-'H del monémero CDSt, obtenido a 400 MHz, utilizando 4DMSO

como disolvente.
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A.2. Sintesis del monomero estirénico derivado de la forma permetilada
de B-ciclodextrina (MCDSt)

La permetilacion del derivado B-ciclodextrina-N; fue llevada a cabo disolviendo 990 mg
(0,853 mmol) de este compuesto en 34 mL de DMF, y anadiendo 2,5 mg (102,4 mmol) de NaH.
Esta mezcla fue sonicada durante 15 minutos en un bafio de agua. A continuacién se afiadio
ioduro de metilo (2,56 mL) y se continud sonicando durante otros 15 minutos. La mezcla de
reaccion se diluyd con agua, se extrajo con diclorometano y la fase organica se secé con
Na,SO,. Después de evaporar el disolvente organico, el residuo se purificdé por columna de
silice, obteniendo 650 mg (53%) de Me-B-ciclodextrina-Ns.

N3 N3
HO O 0 /ﬁ\ MeOQ O " o)
OH"Ho Ol
\%/Z\ O}-b ° OlMe
gHo HO, ont eO MeO,
OH Me

NaH
HO B-C|clodextr|na-N3 MeO Me-B-

ﬁ\ Mel OMe ciclodextrina-N3 o o
O OMe fo) O
0

Figura A.5. Primer paso de la sintesis del mondmero MCDSt. Permetilacion de la B-ciclodextrina-

N3 para obtener el derivado Me-B-ciclodextrina-Ns.

A una disolucién de este producto (630 mg; 0,437 mmol) en 16 mL de DMF/H,0 (1:1),
se le afadieron sucesivamente éter propargilico de 4-vinilbencilo (151 mg; 0,877 mmol),
CuS0,4.5H,0 (72 mg; 0,288 mmol) y ascorbato sodico (86 mg; 0,434 mmol). La mezcla se
calent6é en microondas (20 minutos, 80 °C), y después se diluyé en 50 mL de agua, se extrajo
en diclorometano (3x100 mL) y se seco utilizando Na,SO,. El disolvente fue eliminado a vacio.
El residuo obtenido se purificd por columna de silice, obteniendo 421 mg de mondémero, un
60% de rendimiento.
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Figura A.6. Segundo paso de la sintesis del monémero MCDSt, mediante una reaccion de

OMe

quimica click entre la Me-B-ciclodextrina-N3 y el éter propargilico de 4-vinilbencilo para obtener el

mondémero MCDSt.
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'H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.66 (d, J = 13.8 Hz, 1H), 7.36 (dd, J = 9.6, 5.1 Hz, 2H), 7.29 (d, J =
8.2 Hz, 2H), 6.69 (dd, J = 17.6, 10.9 Hz, 1H), 5.72 (dt, J = 17.6, 1.8 Hz, 1H), 5.28 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 5.23
(dd, 3 =10.9, 0.8 Hz, 1H), 5.19 — 5.06 (m, 5H), 4.97 (dd, J = 14.3, 2.5 Hz, 1H), 4.67 — 4.52 (m, 4H), 3.95
(dd, J=9.4, 2.5 Hz, 1H), 3.70 — 2.95 (m, 74H).

Figura A.7. Espectro de RMN-"H del monémero MCDSt, obtenido a 400 MHz, utilizando CDCl3

como disolvente.
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A.3. Sintesis del monémero estirénico derivado de a-glucosa (GLCSt)

Para la sintesis de este mondmero se siguié un procedimiento similar al descrito para el
mismo compuesto en la referencia [1]. 4 g (20,6 mmol) de metil a-D-glucopiranésido fueron
disueltos en 4,8 mL de piridina seca, en bafio de hielo. A esta disolucion se le afiadieron 3,93 g
(20,6 mmol) de cloruro de tosilo en pequefas porciones, y la mezcla se agité a temperatura
ambiente durante 1 hora. Al cabo de este tiempo la mezcla de reaccién fue lavada varias veces
con hexano y tolueno con el objetivo de eliminar la piridina. El producto se purific6 mediante

una columna de silice, obteniendo 2,34 g (32,6%) de producto.

OH OTs
TsCI
HO Q = HO Q
HO Py HO
HO Ao HO  Ome
metil a-D-glucopiranésido a-Me-Gluco-6-OTs

Figura A.8. Primer paso de la sintesis del monémero GLCSt, Tosilacion del metil a-D-

glucopiranésido para obtener el derivado monotosilado a-Me-Gluco-6-OTs.

Este compuesto fue disuelto (2,00 g; 5,74 mmol) en 10 mL de DMF y se afiadieron 1,45
g (22,3 mmol) de NaN;. La mezcla se agité a 115 °C durante 18 horas en atmdsfera de argon.
Al cabo de este tiempo la mezcla se enfrié y concentré a vacio. El producto se purificé con una

columna de silice. Se obtuvieron 1,13 g (90%) de producto, a-Me-Gluco-6-Ns.

OTs N3
NaN3
HO Q > HO Q
HO HO
HO  Ome HO  Ome
a-Me-Gluco-6-OTs a-Me-Gluco-6-N;

Figura A.9. Segundo paso de la sintesis del mondémero GLCSt, mediante tratamiento del a-Me-

Gluco-6-OTs para obtener el derivado a-Me-Gluco-6-Ns.

Este producto fue disuelto en 156 mL de una mezcla DMF/H,O (1:1) a la que se
afnadieron sucesivamente éter propargilico de 4-vinilbencilo (1,56 g; 9,86 mmol), CuS0O,4.5H,0
(763 mg; 3,05 mmol) y ascorbato sédico (548 mg; 2,76 mmol). La mezcla fue calentada a 80 °C
durante 1 hora. Tras eliminar los disolventes a vacio, el residuo se extrajo en metanol para
eliminar sales insolubles. El producto final se purific6 mediante una columna de silice
obteniendo 1,22 g (65% de rendimiento).
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Anexo

HO Q

HO  Ome
a-Me-Gluco-6-N3

Y

HO R
HO

HO  OMme

Figura A.10. Tercer paso de la sintesis del monémero GLCSt, mediante una reaccién de quimica

click entre el a-Me-Gluco-6-N3 y el éter propargilico de 4-vinilbencilo, para obtener el monémero GLCSt.

GLC-101-2-1H
STANDARD 1H OBSERVE

OIS

1200

1100

1000

[ 900

800

[ 700

600

[ 500

400

300
200

100

W L 1,

~-100

T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5

11 (oom)
'H NMR (400 MHz, CD30OD) & 8.01 (s, 1H, triazol), 7.40 (d, J = 8.1 Hz, 2H, Ar), 7.29 (d, J = 8.1
Hz, 2H, Ar), 6.72 (dd, J = 17.6, 10.9 Hz, 1H, vinyl), 5.77 (dd, J = 17.6, 0.9 Hz, 1H, vinyl), 5.21 (dd, J = 10.9,
0.9 Hz, 1H, vinyl), 4.83 (dd, J = 14.2, 2.2 Hz, 1H, H-6a), 4.62 (m, 3H, H-1, ArCH20CH2), 4.58 — 4.47 (m,
3H, H-6b, ArCH20), 3.90 — 3.80 (m, 1H, H-5), 3.62 (t, J = 9.2 Hz, 1H, H-3), 3.36 (dd, J = 9.7, 3.7 Hz, 1H,
H-2), 3.19 — 3.06 (m, 4H, H-4, OCH3).
Figura A.11. Espectro de RMN-"H del monémero GLCSt, obtenido a 400 MHz, utilizando CD3;0D

como disolvente.
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A.4. Sintesis del mondmero MGLCSt mediante permetilacion de GLCSt

Se disolvieron 534 mg (1,634 mmol) de GLCSt en 8 mL de DMF seca. A esta
disolucion se le adicionaron 610 mg (15,2 mmol) de NaH (60% en aceite mineral) y 0,52 mL
(8,5 mmol) de CH;Me. La mezcla se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente durante 1
hora, tiempo suficiente para completar la reaccién. EI NaH fue eliminado con metanol. La
mezcla se diluyé en diclorometano y se lavd repetidamente con agua. La fase organica se secé

y concentrd, purificando el produto final mediante una columna de silice, obteniendo 463 mg

0 0
/, /y
e— CH3Me —_—
0] — = Q
HOZ GLC-St MeO™ MGLCSt

HO  Suie MeO  Ome

(78%) de producto puro.

Figura A.12. Sintesis del mondmero MGLCSt mediante permetilacion del mondmero GLCSt.

GLC-102-2B-1H 2000
STANDARD 1H OBSERVE
1900
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700
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[ 400

300

RN B A Y N5 RS

r-100

[ -200

[ -300

9.5 9.0 8.5 8.0 75 70 65 60 55 50 45 40 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 05 00
f1 (ppm)

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.67 (s, 1H), 7.38 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.33 — 7.26 (m, 2H), 6.70 (dd,
J=17.6, 10.9 Hz, 1H), 5.74 (ddd, J = 17.6, 6.1, 0.9 Hz, 1H), 5.23 (dd, J = 10.9, 0.8 Hz, 1H), 4.74 (t, J = 5.3
Hz, 1H), 4.60 (dd, J = 8.8, 5.6 Hz, 2H), 3.85 — 3.78 (m, 1H), 3.60 (s, 3H), 3.59 (s, 3H), 3.54 — 3.47 (m, 1H),
3.47 (s, 3H), 3.06 (dd, J = 9.6, 3.6 Hz, 1H).

Figura A.13. Espectro de RMN-'H del mondmero MGLCSt, obtenido a 400 MHz, utilizando

CDCl3 como disolvente.
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B. Espectros de RMN-'H de los monémeros sintetizados y caracterizados

en este trabajo

Metacrilamida de N-(2-aminoetil) pirrolidina (EPA)

ppm
RMN-"H (D0, 300 MHz) &: 5,70 (s, 1H), 5,44 (s, 1H), 3,41 (t, 2H, J=6 Hz), 2,67 (t, 2H, J=6 Hz),
2,58 (m, 4H), 1,92 (s, 3H), 1,77 (m, 4H)
Figura B.1. Espectro de RMN-"H del monémero EPA.

Metacrilamida de N-(2-hidroxipropilo) (HPMA)

ppm

RMN-"H (D0, 300 MHz) &: 5,71 (s, 1H), 5,46 (s, 1H), 3,95 (m, 1H), 3,29 (m, 2H), 1,94 (s, 3H),
1,18 (d, 3H, J=6 Hz).
Figura B.2. Espectro de RMN-"H del monémero HPMA.
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Metacrilato de 2-(acriloilamino)-etilo (AAEMA)

.

I T — T — T T T T 1
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
ppm
RMN-"H (CDCls, 300 MHz) &: 6,26 (d, 1H, J=15 Hz), 6,15-6,06 (m, 2H), 5,66-5,57 (m, 2H), 4,26

(t, 2H, J=5,1 Hz), 3,63 (q, 2H, J=5,1 Hz), 1,92 (s, 3H)
Figura B.3. Espectro de RMN-"H del entrecruzante diacrilico asimétrico AAEMA.

Metacrilato de 2-(3-(Bis(2-(dietilamino)etil)Jamino)propanamido)etilo (Ta)

JL[M UJULU_L

[ T T T T T T 1

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
ppm

RMN-"H (CDCls, 300 MHz) &: 6,13 (s, 1H), 5,52 (s, 1H), 4,19 (t, 2H, J=6 Hz), 3,51 (q, 2H, J=6
Hz), 2,71-2,65 (m, 2H), 2,59-2,47 (m, 16H), 2,36-2,32 (m, 2H), 1,93 (s, 3H), 1,02-0,96 (m, 12H)
Figura B.4. Espectro de RMN-"H del monémero Ta.
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Metacrilato de 2-(acriloiloxi)-etilo (AOEMA)

ppm

RMN-"H (CDCls, 300 MHz) : 6,43 (d, 1H, J=9 Hz), 6,20-6,05 (m, 2H), 5,86 (d, 1H, J=12 Hz),
5,59 (s, 1H), 4,39 (s, 4H), 1,94 (s, 3H)
Figura B.5. Espectro de RMN-"H del entrecruzante diacrilico asimétrico AOEMA.

Metacrilato de 2-((3-(Bis(2-(dietilamino)etil)Jamino)propanoil)oxi)etilo (Te)

r—— T T 1 1 "~ T "~ 1 1T "~ T "~ T 1
o 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

ppm
RMN-"H (CDCls, 300 MHz) &: 6,14 (s, 1H), 5,59 (s, 1H), 4,28 (t, 2H, J=4,5 Hz), 3,86 (t, 2H, J=4,5
Hz), 2,82 (t, 2H, J=7,2 Hz), 2,57-2,43 (m, 18H), 1,95 (s, 3H), 1,04-0,98 (m, 12H).
Figura B.6. Espectro de RMN-"H del monémero Te.
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Metacrilato de 2-((3-(dietilamino)propanoil)oxi)etilo (Te-modelo)

A LJU L.LL

r 7 T 7 T 7 T 7 T 7 1
10 8 6 4 2 0

ppm

RMN-"H (CDCl3, 300 MHz) &: 6,11 (s, 1H), 5,57 (s, 1H), 4,26 (m, 4H), 2,74-2,69 (m, 2H), 2,59-
2,47 (m, 6H), 1,89 (s, 3H), 1,08-0,86 (m, 6H)
Figura B.7. Espectro de RMN-"H del monémero Te-modelo.

Metacrilato de 2-(metil(7-nitrobenzo[1,2,5]oxadiazol-4-yl)amino)etilo (NBD-MMA)

ppm

RMN-"H (CDCl3, 300 MHz) &: 6,11 (s, 1H), 5,57 (s, 1H), 4,26 (m, 4H), 2,74-2,69 (m,
2H), 2,59-2,47 (m, 6H), 1,89 (s, 3H), 1,08-0,86 (m, 6H)
Figura B.8. Espectro de RMN-"H del monémero fluorescente NBD-MMA.
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Anexo

Figura A.1l. Primer paso de la sintesis del monémero CDSt. Tosilacién de la

B-ciclodextrina para obtener el derivado monotosilado B-ciclodextrina-OTs.

Figura A.2. Segundo paso de la sintesis del monémero CDSt. Tratamiento de
la B-ciclodextrina-OTs con azida soédica, para obtener el derivado [-

ciclodextrina-Ns.

Figura A.3. Tercer y ultimo paso de la sintesis del monémero CDSt, mediante
una reaccion de quimica click entre la B-ciclodextrina-N; y el éter propargilico

de 4-vinilbencilo para obtener el monémero CDSt.

Figura A.4. Espectro de 'H RMN del monémero CDSt, obtenido a 400 MHz,

utilizando 4dDMSO como disolvente.

Figura A.5. Primer paso de la sintesis del monémero MCDSt. Permetilacion

de la B-ciclodextrina-N; para obtener el derivado Me-B-ciclodextrina-Ns.

Figura A.6. Segundo paso de la sintesis del monémero MCDSt, mediante una
reaccion de quimica click entre la Me-B-ciclodextrina-N3 y el éter propargilico
de 4-vinilbencilo para obtener el monémero MCDSt.

Figura A.7. Espectro de 'H RMN del monémero MCDSt, obtenido a 400 MHz,

utilizando CDCI; como disolvente.

Figura A.8. Primer paso de la sintesis del monémero GLCSt, Tosilacion del
metil a-D-glucopiranésido para obtener el derivado monotosilado a-Me-Gluco-
6-OTs.

Figura A.9. Segundo paso de la sintesis del monémero GLCSt, mediante

tratamiento del a-Me-Gluco-6-OTs para obtener el derivado a-Me-Gluco-6-Ns.

Figura A.10. Tercer paso de la sintesis del monémero GLCSt, mediante una
reaccion de quimica click entre el a-Me-Gluco-6-N; y el éter propargilico de 4-
vinilbencilo, para obtener el monémero GLCSt.

Figura A.11. Espectro de 'H RMN del mondmero GLCSt, obtenido a 400

MHz, utilizando CD3;0D como disolvente.
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Figura A.12. Sintesis del monémero MGLCSt mediante permetilacion del

mondémero GLCSt.

Figura A.13. Espectro de 'H RMN del monémero MGLCSt, obtenido a 400

MHz, utilizando CDCI; como disolvente.
Figura B.1. Espectro de RMN-"H del monémero EPA.
Figura B.2. Espectro de RMN-"H del mondmero HPMA.

Figura B.3. Espectro de RMN-'H del entrecruzante diacrilico asimétrico
AAEMA.

Figura B.4. Espectro de RMN-"H del monémero Ta.

Figura B.5. Espectro de RMN-'H del entrecruzante diacrilico asimétrico
AOEMA.

Figura B.6. Espectro de RMN-"H del monémero Te.
Figura B.7. Espectro de RMN-"H del monémero Te-modelo.

Figura B.8. Espectro de RMN-"H del monémero fluorescente NBD-MMA.
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2. Sintesis y caracterizacion de mondmeros y polimeros

Tabla 2.1. Copolimeros poli(EPA-co-HPMA). Fraccions molares de los comonémeros,
tanto en alimentacion como en el producto final, ademas de los pesos moleculares

(Da) y valor de polidispersidad.

Tabla 2.2. Polimeros dendrénicos. Fraccions molares de los comondmeros, tanto en
alimentacion como en el producto final, ademas de los pesos moleculares (Da) y valor
de polidispersidad. Valores de LCST de cada polimero a pH 8y pH 9.

Tabla 2.3. Copolimeros poli(EPA-co-HPMA). Fracciones molares acumuladas de
triadas centradas en EPA y HPMA simuladas por Copol para las diferentes reacciones

suponiendo que alcanzan conversion total.

Tabla 2.4. Polimeros dendrénicos. Fracciones molares acumuladas de triadas
centradas en Ta y HPMA simuladas por Copol para las diferentes reacciones

suponiendo que alcanzan conversion total.

Tabla 2.5. Fracciones molares de CDSt, y MCDSt, (siendo Z el tanto por ciento
nominal de (M)CDSt) en alimentacién y en los copolimeros, pesos moleculares (Da) y
polidispersidades para los sistemas EPA-CDSt y EPA-MCDSt.

Tabla 2.6. Fracciones molares de GLCSt, (siendo Z el tanto por ciento nominal de
GLCSt) en alimentacion y en los copolimeros, pesos moleculares (Da) y
polidispersidades del sistema EPA-GLCSt.

Tabla 2.7. Fracciones molares de MGLCSt (siendo Z el tanto por ciento nominal de
MGLCSt) en alimentacion y en los copolimeros, pesos moleculares (Da) y
polidispersidades del sistema EPA-MGLCSt.

Tabla 2.8. Polimeros glucosidicos. Fracciones molares acumuladas de triadas
centradas en EPA y U-St simuladas por Copol para las diferentes reacciones

suponiendo que alcanzan conversion total.
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