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Introduccion. Cancer de mama HERZ2.
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(adaptado de Levitzki et al Molecular Aspects of Medicine 2010)
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Inmunoliposomas. Estrateqgia.

HERZ2 en cancer de mama HER2+
incrementado ~10 a 100 veces

Liposomas marcados con el anticuerpo monoclonal trastuzumab

Targeting especifico en células tumorales que sobreexpresen HER2

Incrementar la selectividad y niveles de concentracion de boro en el
microambiente tumoral

anticuerpo monoclonal

Liposoma pegilado Inmunoliposoma Targeting celular Internalizacion

(adaptado de Torchilin, Nature Review 2005)
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Estrategia de especificidad.
Empleo de anticuerpos.
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(adaptado de Richards et al., Chem. Sci. 2017)
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Nanoparticulas + anticuerpos
monoclonales.

- disposicion no orientada - orientacion mejorada
- aglomeracion significativa - reduccion significativa de la aglomeracion
- gran incremento del tamano - variacion de tamafio menos significativo
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(adaptado de Richards et al., Chem. Sci. 2017)
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Obtencion de regiones funcionales de
Trastuzumab y Cetuximab.

Empleo de mercaptoetilamina (2-mea) Empleo de dithiothreitol (DTT)

* Parametros de trabajo:

- concentracion de reactivo
- tiempo de incubacion (bano térmico 37°C)
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Compuestos borados.

La distribucion del °B y su acumulacion selectiva en células tumorales
es un aspecto critico y de amplio estudio en el ambito de la comunidad
cientifica de BNCT.

Compuestos borados
Borofenilalanina (BPA: C,H,,""BNO,)

Borocaptato de sodio (BSH: Na,'°B, ,H. SH)
GB-10 (Na_ B

12° 11
210 10)

Lactosyl-carborano (LCOB: lactosa-C,"°B

10 11)

Optimizacion de la selectividad: asociacion de
compuestos borados a aminoacidos, carbohidratos,

acidos nucleicos, liposomas, entre otros.
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Desarrollo de liposomas.

Formulacion lipidica. POPC:CHOL:DDAB:PEG.
Técnica de hidratacion del film lipidico:

- ® 8}
extrusion @

lipidos en film solucion borada MLVs LUVs
solvente lipidico (ENCAPSULACION)

(adaptado de Avanti Polar Lipids web site y Jezorka & Orwar Annu. Rev. Anal. Chem. Rev. 2008)

MLVs: vesiculas multilamelares.
LUVs: vesiculas unilamelares (liposomas).
Purificacion de liposomas: cromatografia de exclusion molecular.
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Purificacion de liposomas. Columna de
exclusiéon molecular.
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Desarrollo de liposomas. Microfluidica.

La naturaleza se comporta diferente segun la escala. La importancia
relativa de distintos fenomenos cambia al reducir la escala:

a dad Viscosidad.
I ravedad. Tension superficial.
nercia. Difusion.

Fuerzas electrostaticas.

Estas propiedades son representadas por parametros adimensionales:

: densidad del fluid
Numero de Reynolds: R, = PZV/H p: densicac del Tluldo

[: longitud caracteristica

ilari - — V: vel. promedio del fluido
Capilaridad : C, = W/V
HU: viscosidad del fluido
Ndmero de Péclet : P, =vl/D y: tension superficial

D : coeficiente de difusion
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Desarrollo de liposomas. Microfluidica.

Para sistemas microfluidicos:

R., C, vy P, presentan valores bajos.

Las fuerzas viscosas dominan por sobre las inerciales (flujo laminar).
La difusidon domina por sobre procesos de conveccion.

Aspectos generales:

Dimensiones y propiedades de los microsistemas.
Comportamiento de los liquidos en pequena escala.
Comportamiento de particulas sumergidas en diluciones
(suspensiones).

Concepto Lab-on-a-chip: sistemas que reproducen procesos de
laboratorio en muy pequefia escala, con reduccion de costos,
tiempos, y mayor eficiencia en el uso de insumos.
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Desarrollo de liposomas. Sistema
microfluidico.

(Conde et. al, Lab on a chip, 2014)
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Desarrollo de liposomas. Sistema
microfluidico. Micromezclador.

liposomas
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Desarrollo de liposomas. Microfluidica.

Analisis de tamano por DLS. Resultados
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Desarrollo de liposomas. Microfluidica.

Size/Intensity distribution
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Desarrollo de liposomas.

Hidratacion del film vs. Microfluidica.

Técnica
microfluidica

Técnica de hidratacion
del film

Recuperacion de lipidos ~10
(final/inicial) [%]

Encapsulamiento (B/P) 24
Tamano d. [nm] 144,4
Indice de Polidispersion (Pdl) 0,24
Tiempo total de proceso (sin 8
dialisis) [h]
Tiempo de sintesis por 2,5

muestra [h]
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Desarrollo de liposomas.
Hidratacion del film vs. Microfluidica.

Conclusiones:

Menor tamano de liposomas y mejor distribucion.
Mayor eficiencia de encapsulado de LCOB.

Mayor eficiencia del empleo de reactivos.

Menor tiempo de preparacion y de sintesis por muestra.
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