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INTRODUCCION

El acido poli(lactico-co-glicélico) (PLGA) es un poliéster alifatico de caracteristicas hidrofébico,
biocompatible, termoplastico y sintético utilizado exitosamente en el campo de la liberacién
controlada de drogas debido a que es facilmente biodegradado por el organismo. La utilizacién
de nanoparticulas (NP) (100-300 nm) obtenidas a partir de emulsiones de PLGA, han
demostrado una baja toxicidad sistémica en aplicaciones biomédicas (Elmowafy, Tiboni y
Soliman, 2019).

Las NP tienen gran potencial como sistemas de administracion de farmacos para muchos
agentes terapéuticos, en particular, para la administracion de farmacos utilizados en el
tratamiento del cancer. Este tipo de farmacos, poseen la desventaja, de presentar efectos
colaterales adversos, asociados a que afectan tanto a tejido tumoral como sano. Una
estrategia tecnoldgica prometedora, para resolver estos inconvenientes, es la direccion
activa de farmacos, es decir optimizar la concentracién de NP y la liberacion de drogas
encapsuladas en sitios de interés, lo cual puede lograrse decorando superficialmente las NP
con sustratos para receptores celulares especificos (Rezvantalab, Drude, Moraveji, Glvener,
Koons, Shi, Lammers, Kiessling, 2018). Otro aspecto importante, es lograr un rango de tamario
de NP bajo, y de esta manera garantizar, que las mismas, superen las barreras biologicas y
lleguen al sitio de la accion deseado (Danhier, Ansorena, Silva, Coco, Le Breton, and Préat,
2012; Berthet, Gauthier, Lacroix, Verrier, and Monge, 2017).

El objetivo de este trabajo es sintetizar derivados de biotina (vitamina para la cual se
encuentran sobreexpresados los receptores celulares en varios tipos de tumores)
hidrofébicos, y utilizarlos en la obtencion de NP de PLGA, mediante una emulsion
organica/acuosa (OW). Es de esperar que la fraccion hidrofébica del éster se ancle a la matriz
polimérica, mientras que los grupos hidrofilicos de biotina queden expuestos en la superficie
de la NP. Por otro lado, se propone evaluar diferentes variables experimentales, para
determinar su efecto en el tamano y distribucion de las NP obtenidas. De esta manera, se
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espera obtener NP decoradas con biotina y de tamafno adecuado, con potencial aplicaciéon en
la direccién activa de farmacos.

OBJETIVOS

e Sintetizar ésteres de biotina por reacciones de esterificacion de Steglich.
e Caracterizar los ésteres de biotina por espectroscopia de resonancia magnética
nuclear (RMN).

e Sintetizar nanoparticulas de PLGA decoradas exteriormente por derivados de
biotina esterificada con acidos grasos saturados.
e Caracterizar las NP por técnicas de DLS.

METODOLOGIA

Todos los reactivos quimicos empleados en esta investigacion fueron de grado analitico.
Sintesis y purificacion de éster de biotina.

Para la sintesis del éster de biotina, se siguié un método reportado en bibliografia, con pocas
modificaciones (Caswell, Wilson, Bunz and Murphy, 2003). En un tubo Schlenk con agitacion
magnética y en atmosfera inerte, se disolvieron 2 mmoles (0,4833 g) de biotina en 25 mL de
dimetilformamida (DMF) seca. A esta solucién, se le agregaron 2,4 mmol (0.4941 g) de N,N*-
diciclohexilcarbodiimida (DCC), 4-Dimetilaminopiridina (DMAP, catalitico) y 20 mmol (4,5
mmol) de 1-dodecanol .La solucién se mantuvo bajo agitacion 24 h. Pasado este tiempo, se
agrego una solucion saturada de cloruro de sodio y se extrajo la reaccion con diclorometano
(fase organica). Se separ6 la fase organica en una ampolla de decantacion, se secé con
sulfato de sodio y se concentr6 al vacio. La DMF remanente se eliminé por destilacién a
presion reducida. El producto puro se obtuvo como un sélido blanco (0,6603 g, 80 % de
rendimiento), luego de purificarse por cromatografia en columna en silicagel, utilizando un
gradiente de elucién de solvente (acetato de etilo:metanol). El producto puro fue caracterizado
por Resonancia Magnética Nuclear ('"H RMN)

Preparacion de nanoparticulas de PLGA

Para la obtencién de nanoparticulas (NP) de PLGA se necesité de la preparacion de una
emulsion O/W, con una fase organica volatil (O) de 0,5 ml cloroformo donde se disolvieron 25
mg de PLGA vy distintas cantidades del éster de biotina, y una solucion acuosa al 3% p/v de
polivinilalcohol (W), que cumple una funcion surfactante. La emulsion O/W se obtuvo,
utilizando un sonicador de punta (130 W, CPX130PB, Cole-Palmer) durante 2 min, en bafno
de hielo. Luego se agregaron 3 mL de buffer fosfato salino (PBS) y se evaporé el solvente
organico, obteniéndose una suspension de NP. El tamafo y distribucion de las NP se
determiné por Dispersién Dinamica de luz (DLS, Anton Paar — Litesizer 500).

RESULTADOS

Se obtuvo el éster derivado de biotina 1, en rendimiento y pureza adecuada,
determinada por '"HRMN (Figura 1). El derivado 1, posee una fraccion hidrofébica
(destacada en verde), que permite su solubilizacién en cloroformo, solvente de
eleccion para la sintesis de las NP. Por otro lado, la fraccién hidrofébica, permite el
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anclaje del derivado en la matriz polimérica, mientras que la biotina (en rojo) se espera
quede expuesta en la superficie de la NP, expuesta al medio acuoso.
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Figura 1: '"HRMN (DMSO-g6) de biotina (negro) y éster derivado (azul). Se observa la desapariciéon de
la sefial caracteristica de -OH del grupo acido (12 ppm) y la incorporacion de fraccién hidrofébica (region
1-2 ppm).

Para la obtencién de las NP, se utilizd un método de emulsion O/W. En la Tabla 1 se
pueden observar las condiciones de ensayo evaluadas: Todos los ensayos se
realizaron por triplicado para evaluar su reproducibilidad. En la Tabla 1 ademas, se
muestran los tamanos de las particulas predominantes obtenidos para cada ensayo.

Tabla 1: Sintesis de NP PLGA

Experimento | PVA | PLGA 1 Evaporacion | Resultados DLS
[3%] | [gr] gr] D, [nm]
1 APN | 0,025 - A 369
2 APN | 0,025 | 0,0025 A 614
3 APN | 0,025 - B 963
4 APN | 0,025 | 0,0025 B 381
5 205 | 0,025 - B 187
6 205 | 0,025 | 0,0025 B 255
7 502 | 0,025 - B 210
8 502 | 0,025 | 0,0025 B 161
9 502 | 0,025 | 0,0050 B 147

Polivinilalcohol (PVA) utilizado (APN: 205 KDa, PVA-205: 31-50 KDa y
PVA-502: 13-283 KDa), método de evaporacion de solvente (A: presion
reducida, 2 h; B: presion atmosférica, 24 h) y agregado de 1.
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CONCLUSIONES

Se sintetizé un éster derivado de biotina 1, con una fraccién hidrofébica, en un excelente
rendimiento aislado (80 %). Se evalu6 el efecto del peso molecular de PVA utilizado en la
sintesis de las NP, y se encontr6 que el tamano de particula es menor al utilizar PVA de menor
PM. Por otro lado, el tamano de particula fue menor al evaporar el solvente a presiéon
atmosférica 24 h. También se obtuvieron NP de tamano adecuado, al agregar el éster 1. Como
proyecciones de este trabajo, se realizara la caracterizacion completa (técnicas
microscoépicas, degradacion in vitro y grado de recubrimiento con biotina) de las NP obtenidas
y se evaluaran las mismas como sistemas de liberacién controlada de farmacos (Paclitaxel).
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