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RESUMEN

Los agentes de contrastes especificos facilitan el empleo de la Resonancia Magnética de
Iméagenes (RMI) en el diagnostico precoz de la enfermedad de Alzheimer (EA). En el presente

trabajo se desarrolla un procedimiento de sintesis de un potencial agente de contraste para
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IRM basado en particulas de Gd.Os pegiladas para conjugarlas a Amylovis®, familia de
compuestos que ha mostrado una alta afinidad por las estructuras patoldgicas presentes en la
EA. Los productos obtenidos se caracterizaron por FT-IR, ICP, TGA, DLS y SEM. Las
particulas de Gd»Os funcionalizadas con Amylovis mostraron una morfologia esférica, con un
diametro hidrodindmico promedio de 2,5 pum. Dichas particulas presentaron un adecuado
valor de la relacion entre las relaxitividades longitudinal (r1) y transversal (r2) (r2/r1 = 2.4). Lo
anterior sugiere que una vez logrado que dichas particulas presenten un didmetro
hidrodinamico menor que 200 nm, pudieran ser empleadas como un potencial agente de

contraste para IRM.

Palabras clave: enfermedad de alzheimer; agentes de contraste; nanoparticulas; oxido de
gadolinio, IRM.

ABSTRACT

Specific contrast agents facilitate the use of Magnetic Resonance Imaging (MRI) in the early
diagnosis of Alzheimer's disease (AD). In the present work, a procedure for the synthesis of a
potential MRI contrast agent based on PEGylated Gd»Os particles is developed for
conjugation to Amylovis®, a family of compounds that has shown a high affinity for the
pathological structures present in AD. The products obtained were characterized by FT-IR,
ICP, TGA, DLS and SEM. Amylovis-functionalized Gd.Os particles showed a spherical
morphology, with an average hydrodynamic diameter of 2.5 um. These particles presented an
adequate value of the ratio between the longitudinal (r1) and transversal (r2) relaxivities (r2/r1
= 2.4). This suggests that once these particles have a hydrodynamic diameter smaller than 200

nm, they could be used as a potential contrast agent for MRI.
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Introduccion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma de demencia méas prevalente en todo el mundo,
a la que le corresponde entre el 60 y 80 % de todas ellas. Se ha estimado que cerca de 24
millones de personas en el mundo la padecen y se predice que este numero se duplique cada
20 afos. El diagnostico precoz de la EA permitiria incrementar la eficacia de las terapias
potenciales desde las primeras etapas de su progresion y disminuir hasta cinco afios la
aparicion de los sintomas mas criticos de la enfermedad.®

La técnica de Imagenes por Resonancia Magnética (IRM) ha venido ganando terreno en el
diagnostico de EA. La obtencion de imagenes nitidas con el empleo de agentes de contraste
incrementa la capacidad de diagndstico por IRM. Dichos agentes estan constituidos por iones
paramagnéticos capaces de modificar los tiempos de relajacion T1 y T2 de los protones del
agua, aumentando de este modo el contraste entre los tejidos sanos y patoldgicos. Su
utilizacion estd autorizada desde 1988, para lo cual se utilizan distintos compuestos que se
clasifican segin su composicién, propiedades magnéticas y efecto sobre la relajacion

longitudinal (T1) y transversal (T2).2

En la actualidad, los compuestos de Gd(lll) son los mas utilizados como medio de contraste
para IRM, debido a su alto paramagnetismo, sus propiedades favorables en términos de
relajacion cuéntica, su eficiente biodistribucion, eliminacion y su estabilidad e inercia,
relativamente altas tanto termodindmicamente como cinéticamente.® Este elemento
paramagnético posee 7 electrones desapareados en el orbital 4f, que afectan eficientemente el
tiempo de relajacion de los protones del agua. Los iones de Gd(I11) son tdxicos porque pueden
reemplazar facilmente a los iones calcio(ll) en el organismo, al poseer ambos similares radios
ionicos. Estos iones, a pH fisiologico, precipitan en forma de cristales de hidroxido de Gd(lI11)
1, que pueden acumularse en el higado, el bazo y los huesos, resultando muy dafinos para la
salud. Para evitar esto, se coordinan con ligandos organicos que tienen como funcién clave,
impedir la liberacion de los iones Gd* al organismo. Los complejos de Gd(Ill) mas
empleados en medicina son: Magnevist® (Gd(DTPA)), Dotarem® (Gd(DOTA)), Prohance®
(Gd(HP-DO3A)) y Omniscan® (Gd(DTPA-BMA)).&?

En el Centro de Neurociencias de Cuba se han sintetizado diferentes derivados mono-
sustituidos del naftaleno (Amylovis) que, resultan afines a las placas B-amiloides. Estos
compuestos tienen como caracteristica la presencia de grupos aminos y carboxilos libres; por

lo que pueden ser funcionalizados mediante la formacion de un enlace amida; con
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nanoparticulas magnéticas recubiertas con polimeros que posean estos mismos grupos
funcionales libres. Ademas, estos derivados Amylovis son hidrofébicos, lo que les permite
atravesar la barrera hematoencefalica (BHE) y asi, ser capaces de adherirse a las

bioestructuras patologicas caracteristicas de la EA.°

Una de las estrategias actuales en la deteccion precoz de Alzheimer es la sintesis de complejos
y/o materiales nanoparticulados con propiedades magnéticas y capacidad de atravesar la
barrera hematoencefalica. Los ligandos empleados deben poseer afinidad in vitro por las
placas B-amiloides.***2*3 Todo ello conlleva a la necesidad de sintetizar agentes de contraste
para MRI que permitan, desde etapas tempranas, la deteccion in vivo de las placas seniles
presentes en la EA.

El objetivo del presente trabajo es sintetizar y caracterizar particulas de Gd>Os recubiertas con
PEGdiCOOH y conjugadas a la N*-(2-aminoetil)-N*-(1-naftil) succinimida. Este compuesto
pertenece a la familia Amylovis®, cuya afinidad por las placas p-amiloides caracteristicas de
la EA ha sido demostrado mediante evaluaciones in silico, in vitro e in vivo.\% 14 15 16/ | gg
nanoparticulas obtenidas podrian constituir una plataforma de trabajo como agentes de
contrastes novedosos Yy selectivos para el diagnostico precoz de la enfermedad de Alzheimer

por Iméagenes de Resonancia Magnética.

Materiales y métodos

Reactivos y disolventes

Los siguientes reactivos provienen de la firma Sigma-Aldrich: GdClz (99%), NaOH (99%), el
polietilenglicol (PEG, 400 Da) y el polietilenglicol-dicarboxilico (PEGdiCOOH, 600 Da). La
NZ-etil-N3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), N-hidroxisuccinimida (NHS), vy
N-hidroxibenzotriazol (HOBT) fueron suministradas por la Merck, al igual que los
disolventes DMSO y DMF. La dimetilformamida (DMF) se purificé y se sec6 mediante
destilacion en presencia de benceno (mezcla v/v, 10:1) y se guardo6 sobre tamices moleculares
activados de 4 A. La N!-(2-aminoetil)-N*-(1-naftil)succinimida (Amylovis®-1) fue

suministrada por el Departamento de Neuroquimica del Centro de Neurociencias de Cuba.
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Sintesis de particulas de 6xido de gadolinio(lll) recubiertas con
polietilenglicol dicarboxilado (Gd203- PEGdiCOOH)

En un balon de 50 mL, equipado con un condensador de reflujo, se disolvieron 3,45 g
(5 mmol) de GdCls.6H20 en 25 mL de PEG (400 Da) a 100 °C con agitacion magnetica. A
esta disolucion se le afiadié 0,6 g (15 mmol) de NaOH disuelto en 10 mL de PEG (400 Da).
La mezcla de reaccion se calentd y agitd a 180°C durante 4 h, en una plancha de agitacion
magnética (Heidolph MR30001, Alemania). A continuacion, se disminuy6 la temperatura
hasta 80 °C para adicionar 4 mL (8 mmol) de PEGdiCOOH (600 Da). Se calenté nuevamente
la mezcla de reaccion a 180 °C por 4 h, con agitacion constante. Una vez transcurrido este
tiempo, se enfrié a temperatura ambiente para llevar a cabo la purificacion del crudo de la

reaccion. Para ello, se desarrollaron dos variantes:

A) Purificacion por centrifugacion: La mezcla de reaccion se dispersd en una mezcla de
etanol:acetato de etilo (1:2, v/v) y se centrifug6 a 2000 rpm durante 30 min, en una centrifuga
Eppendorf 5810 R (Alemania). Las particulas sedimentadas se lavan con mezcla de
etanol:acetato de etilo (1:2, v/v) y se repite el proceso dos veces. El sélido sedimentado se
secO al vacio en una pistola con pentdxido de difésforo (P2Os). Las particulas de Gd2Os-
PEGdICOOH se dispersaron en DMSO para registrar el perfil de DLS. Se almacenaron a
temperatura ambiente. DLS: mayor de 2 pm.

B) Purificacion por precipitacion en agua: La mezcla de reaccion se dispers6 en 500 mL de
H-0 destilada. Se agito la suspension coloidal durante 10 min y luego, se dejo reposar hasta la
sedimentacion de las particulas (alrededor de una semana). El liquido sobrenadante se decantd
y el sélido se lavo con agua y se secd al vacio en una desecadora sobre P20Os. Gd.Osz-
PEGdiCOOH: Rendimiento: 893 mg. FT-IR {nimero de onda (cm™); asignacion}: 3369, vor;
1731, vc=o correspondiente al grupo -COOH libre; 1585, v®coo; 1434, vicoo; 1351, Sox;
1110, vcoc del PEG y 586, vado.

Conjugacion de las particulas de Gd203-PEGdiCOOH con Amylovis®-1

En un balén de 25 mL, se dispersaron 5 mg de Gd>Oz-PEGdiCOOH en 4 mL de DMF. A esta
dispersion se adicion6 una disolucién de 40 mg (0,26 mmol) de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-
etilcarbodiimida (EDC) en 4 mL de DMF. Luego, la mezcla de reaccion se enfrié en un bafio

con hielo durante 30 min y se adicioné 20 mg (0,13 mmol) de hidroxibenzotriazol (HOBT).
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Se mantuvo la agitacion durante 30 min mas y se adicionaron 40 mg de Amylovis®-1 (0,14
mmol). La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 4 dias y se monitored
su avance por CCD. Al cabo de este tiempo, se centrifugd a 10 000 rpm por 30 min para
eliminar el liquido sobrenadante. El sélido sedimentado se lavé con etanol (10 mL x 3) y se
centrifugd nuevamente bajo condiciones similares a las descritas. El solido se secd al vacio en
una desecadora sobre P,Os. Gd203-PEGdiCOOH-Amylovis®-1: Rendimiento: 2,7 mg. FT-IR
{nGmero de onda (cm™); asignacion}: 3282, vnw; 1635, ve=o; 1581, v¥coo; 1527, Snw; 1431,
vicoo; 1095 vcoc del PEG y 594, vedo.

Caracterizacion y equipos empleados

Cromatografia en Capa Delgada (CCD)

El avance de las reacciones se verificO mediante Cromatografia en Capa Delgada (CCD). Se
utilizaron placas pre-elaboradas de gel de silice Merck GF-254; de 0,25 mm de grosor, con
indicador de fluorescencia. Como fase movil se empled una mezcla de cloroformo-metanol
(3:1, v/v). El revelado de las placas cromatogréaficas se realizd con luz ultravioleta generada
por una lampara UV- Vis a una longitud de onda de 254 nm. Las muestras aplicadas a las

placas, fueron previamente diluidas en acetato de etilo.

Espectroscopia FT-IR

Los espectros infrarrojos se registraron en un espectrometro WQF-510 de la firma Ray-leigh,
en el intervalo de 400-4000 cm™. Se realizaron de 32 barridos por cada muestra preparada en

pastillas de bromuro de potasio a temperatura ambiente.

Espectrometria de dispersion dinamica de la luz (DLS)

Se determind el radio hidrodindmico de las particulas sintetizadas, mediante el registro de los
perfiles de DLS en un espectrometro DelsaNano C de la firma Beckman Coulter. Las

mediciones se realizaron en muestras dispersadas en agua y DMSO, a 25°C.
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Anélisis Termico
Los termogramas simultaneos de Analisis Térmico Diferencial (DTA) y Termogravimetria
(TG), se obtuvieron en un equipo de la marca NETZSCH, modelo STA 449 F3. Los barridos

se realizaron en un intervalo de temperatura de 24-1000°C bajo atmosfera de aire, con una

velocidad de calentamiento de 10.0 K/min.

Microscopia electronica de barrido (SEM, del inglés Scanning Electron

Microscopy)

La preparacion de la muestra se realizd adhiriendo particulas de sélido sobre una cinta
adhesiva de carbdn conductor y fue visualizada directamente sin necesidad de ser recubiertas
con oro. Las imagenes de SEM fueron registradas en un microscopio electrénico de barrido
con filamento de emisién de campo (FE-SEM), marca FEI modelo NOVA NANOSEM 230.

Espectrometria de plasma acoplado inductivamente (ICP, del inglés Inductively

Coupled Plasma spectrometry)

El contenido de Gd de una disolucion de la muestra, previamente digerida en HCI (37 %), se
midié por duplicado en un equipo ICP-OES, marca Spectro, modelo Spectroflame. La
potencia empleada por el equipo fue de 1200 W. Se utilizéd un flujo de nebulizaciéon de
1,2 L/min de Argon y una presion de nebulizacion de 3,8 bar. El flujo auxiliar y el de
enfriamiento fueron de 1,2 L/min (Ar) y de 18,8 L/min (Ar), respectivamente. La altura de
observacién fue de 15 mm con respecto a la bobina. Se empleé como patrén Gd20z de 99,9 %
de pureza, el cual fue disuelto en HCI (37 %) para preparar la curva de calibracion en un
rango de 0,01 a 10 ppm.

Determinacion de relaxitividad

Los tiempos de relajacion, longitudinal (T1) y transversal (T2), fueron medidos en un equipo
SIEMENS Magnetom Allegra 3T. Se prepararon seis disoluciones con concentraciones de
0,09 mg/mL, 0,075 mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,048 8 mg/mL, 0,024 4 mg/mL y 0,012 4 mg/mL
en DMSO. Los Tr empleados variaron de 37 ms a 10000 ms, los TE entre 8,7 ms 'y 940 ms, y

los TI entre 25 ms y 2000 ms. Todas las funciones incluidas en la herramienta desarrollada
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fueron programadas en MATLAB 2014a. Los valores de relaxitividad, r1 y rz, se estimaron a
partir de los gréaficos de velocidad de relajacion (R1; R2) versus concentracion. Los valores de

las pendientes de estos graficos, ajustados por el método lineal de minimos cuadrados, son r1
Yy ra.

Para el calculo de T1 y T2 las condiciones fueron las siguientes:
T1. Secuencia: se2d1. FOV: 150 x 100 mm. Espesor de corte: 6 mm. Cantidad de planos: 1.
Matriz de adquisicion: 192 x 128. TR: [57 ms, 180 ms, 280 ms, 380 ms, 480 ms, 680 ms,
1000 ms, 1200 ms, 1400 ms, 1600 ms, 2000 ms, 2400 ms, 3000 ms, 3500 ms, 4000 ms, 5000
ms, 8000 ms, 10 000 ms]. TE: 11 ms. Tiempo total del experimento: 1h 30 min.

T2. Secuencia: se2d1. FOV: 130 x 89 mm. Espesor de corte: 6 mm. Cantidad de planos: 1.
Matriz de adquisicion: 128 x 88. TR: 10000 ms. TE: [11 ms, 18 ms, 25 ms, 30 ms, 35 ms, 40

ms, 50 ms, 80 ms, 110 ms, 200 ms]. Tiempo total del experimento: 1h 43 min.

Resultados y discusion

Las nanoparticulas de Gd»Oz se sintetizaron mediante el método del poliol 7, en el cual se
utilizo el polietilenglicol (PEG) que permite emplear elevadas temperaturas (180°C), y evita
la agregacion de las nanoparticulas al actuar como agente estabilizante y surfactante. La
obtencion de las nanoparticulas conjugadas al Amylovis®-1 se llevo a cabo en tres etapas
como se representa en la figura 1. En la primera de ellas, ocurre la sintesis de las particulas de
Gd20s recubiertas con el PEG (figura 1a), luego se produce un intercambio de ligandos, del
PEG por el PEGdICOOH (600 Da) (figura 1b) y, por ultimo, la funcionalizacion del
Gd20s@PEGdiCOOH con el derivado de Amylovis®-1 (figura 1c).
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Fig. 1- Diferentes etapas de la sintesis de las nanoparticulas de Gd»Os recubiertas con PEGdiCOOH y
conjugadas a Amylovis®-1

La conjugacion de las particulas de Gd203-PEGdiCOOH con Amylovis®-1 se llevo a cabo
siguiendo el protocolo conocido como reaccion de Steglich. Para ello, se seleccioné como
agente acoplador la N1-etil-N3-(di-metilaminopropil)carbodiimida (EDC), en presencia del
N-hidroxibenzotriazol (HOBT). Asi, se forma in situ un éster activado con el PEGdiCOOH
que recubre las particulas de Gd»Oz y ademas, se evita que se produzcan reacciones
colaterales; que traerian consigo una disminucion del rendimiento. El éster formado se

conjuga con el grupo amino libre del Amylovis®-1 a través de un enlace tipo amida.

Caracterizacion mediante espectroscopia IR

En la figura 2 se muestran los espectros FT-IR de los reactivos de partida, de las particulas de
Gd.03@PEGdICOOH y Gd203@PEGdiCOOH- Amylovis®-1.

199



Transmitancia (%)

v
C-0 Vecoo.c Vag-0

1 W £ 4 1

3600 3000 1800 1200 600
numero de onda (cm'1)

Fig. 2- Espectros FT-IR: PEG (linea negra, a), PEGdiCOOH (linea roja, b),
Gd,03@PEGdICOOH (linea azul, ¢) Amylovis®-1 (linea magenta, d),
Gd,0;@PEGdiCOOH- Amylovis®-1 (linea verde, €)

La funcionalizacién de la superficie de las particulas con grupos carboxilicos se llevo a cabo
mediante una reaccion de intercambio, empleando para ello el PEGdiCOOH de 600 Da. La
presencia del PEGdiCOOH sobre la superficie del Gd2O3 se corroboro al observar por FT-IR
una banda de baja intensidad a 1735 cm™ (figura 2c), correspondiente a la vibracion de
valencia vc=o del grupo -COOH libre del extremo del PEGdiCOOH, que no esta enlazado a la
superficie del Gd.Os. Este grupo carboxilo libre justifica el incremento observado en la

solubilidad de las particulas en agua y permite la conjugacion posterior a Amylovis®-1.

Las sefiales en 1585cm™y 1432 cm™ se asignaron a las vibraciones de valencia antisimétrica
(vV¥coo) Yy simétrica (v’coo) del grupo carboxilato del PEGdiCOOH unido directamente a la
superficie del Gd»Os. El valor de A (v¥coo - v’coo) permiti6 diferenciar el tipo de enlace que
se establece entre los grupos carboxilato y la superficie del nacleo metélico. En este caso, las
bandas se encuentran separadas en 153 cm™, valor que indica que el COO" se enlaza al Gd203

en forma de puente.® * También, se observaron bandas en los 3370 (von), 2925 y 2872

(VeH,), 1350 (Son) y 1111 cm (vcoc), caracteristicas del PEGdiCOOH unido a las superficie
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del Gd20s. La banda en 586 cm™ se asign6 a la vibracion de valencia del enlace metal

oxigeno,(vedo), lo cual se corresponde con lo reportado en la literatura.®

En el espectro FT-IR de las nanoparticulas conjugadas a Amylovis®-1 (figura 2€), se observa
la presencia de dos bandas, en 1651 cm™ y 1439 cm™, que se corresponden a las vibraciones
de valencia antisimétrica (v¥coo) y simétrica (vcoo) del carboxilato del PEGdiCOOH

enlazado al Gd203. También, se observan diferentes bandas a los 1440 (3ch,), 1411 (vc_y),
1390 (Son), 1255 (V°eoo), Y 1100 (v¥.q0) cm. La desaparicion de la sefial en 1731 cm?,

asignada a la vibracion de valencia (vc=0), corrobord la conjugacion del grupo carboxilo libre
del PEGdiCOOH con el grupo amino del Amylovis®-1. El hombro en 3285 cm™ se asigno a
la vibracion de valencia vnx de la amida. De esta forma se verifico que la conjugacion ocurrio

entre el PEGdiICOOH vy el ligando organico derivado del naftaleno.

Anélisis termogramigravimeétrico de G2O3-PEGdiCOOH y determinacion del
contenido de Gd por ICP en las particulas G203-PEGdiCOOH-Amylovis®-1

Las G203-PEGdiCOOHNPs se caracterizaron mediante TGA (figura 3). En el termograma se
observd una pequefia pérdida de masa (0,18%) sobre los 105°C que se asocia al agua de
hidratacion del compuesto. Desde los 219°C a los 900°C ocurrié una pérdida significativa de
masa, de un 64,3 %, que se debid a la descomposicion del recubrimiento organico de las

particulas.

Tanto los resultados obtenidos por FT-IR como los de TGA, corroboraron la presencia del
PEGdiCOOH en la superficie de las Gd20sNPs, lo que permite su posterior conjugacion al

derivado de Amylovis®-1.
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Fig. 3- Curva TGA de las nanoparticulas de Gd,03-PEGdiCOOH

Una vez llevada a cabo la conjugacion del derivado de Amylovis®-1 a las particulas de
Gd>03-PEGdICOOH, se determind el porcentaje en masa de gadolinio mediante la técnica
ICP. Asi, el valor medio obtenido interpolando en la curva de calibracion del patron, fue de

un 30,29 % de gadolinio.

Caracterizacion mediante SEM y DLS

La morfologia de las particulas y su distribucion Gd.03-PEGdiCOOH-Amylovis®-1 se
analiz6 mediante la microscopia electrénica de barrido (SEM) (figura 4a y 4b). En esta
micrografia se muestra que las nanoparticulas sintetizadas tienen forma quasiesférica, con un
diametro promedio de 18,4 = 2,9 nm. También se observan regiones con una alta
polidispersidad o aglomeracion, que pudiera atribuirse al método de sintesis empleado. La
presencia del idn metélico en las particulas esfericas se corrobor6 mediante microanalisis por
dispersion de rayos X (EDX), con la presencia de la sefial de la linea L del Gd (figura 4c).
Ademas, se detectaron los elementos sodio y cloro que sugieren que el proceso de
purificacion no fue eficiente. Por tanto, seria recomendable dializar como una alternativa para

eliminar dichas impurezas en trabajos futuros.
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Fig. 4- Caracterizacién morfoldgica de las nanoparticulas por SEM G,03-PEGdiCOOH- Amylovis®-1,
imagen SEM (a), distribucién de tamafios (b) y EDX (c)

El objetivo final de la sintesis de nanoparticulas es poder emplearlas como agentes de
contraste en la detecciéon precoz de Alzheimer, para lo cual el tamafio es un pardmetro
esencial que define el cruce a través de la barrera hematoencefalica. En este trabajo, los
diametros hidrodindmicos de las particulas sintetizadas se midieron a través de los perfiles
obtenidos por Espectrometria de Dispersion Dindmica de la Luz (DLS). En la tabla 1, se

resumen los valores encontrados, asi como el indice de polidispersidad para cada una de las

mediciones.
Tabla No.1- Perfiles de DLS de las particulas sintetizadas
NPs D (um) IP
Gd203-PEGdiCOOH 1,05+ 0,85 0,4
Gd203-PEGdiCOOH- Amylovis®-1 2,79 £ 0,64 0,3

Como se observa en la tabla 1, al conjugar Amylovis®-1 a las particulas Gd203-PEGdiCOOH
se observa un incremento del didmetro hidrodindmico. Estos valores se encuentran por

encima de los valores que permitirian el traspaso pasivo de la membrana hematoencefalica.
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Lo anterior conlleva al disefio de nuevas metodologias de sintesis que permitan obtener

nanoparticulas con didmetros hidrodindmicos por debajo de los 200 nm.

Estudio de relaxitividad

La relaxitividad es una propiedad de los agentes de contraste para MRI que refleja como
cambia la velocidad de relajacion de una disolucion en funcion de su concentracion. Los
tiempos de relajacion longitudinal (T1) y transversal (T2) se midieron en varias disoluciones
con diferentes concentraciones de iones Gd(lll). De las pendientes de las graficas de 1/T1 y
1/T, versus la concentracion de iones Gd(l11) se calcularon los valores de las relatividades (r1,
r2) y la razon entre ellas (r2/r1). En la figura 5 se muestra la grafica de las variaciones con

respecto a Ty,

AMYGdPEG
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Fig. 5- Representacion grafica de las variaciones de T de las particulas de Gd,O3-PEGdiCOOH-

Amylovis®-1

Las particulas sintetizadas en este trabajo presentaron un valor de ri igual a 7,7 mM1s?,
Dicho valor se asemeja al valor de los iones de Gd®* libres en H20 (7,9 mMs™). Por tanto,
esto indica que el recubrimiento organico de las particulas sintetizadas no impide que el
Gd(I11) interactue con las moléculas de agua del entorno, y que se propague su efecto

paramagnetico, por lo que su capacidad de relajacion longitudinal se puede considerar buena.
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En la siguiente tabla 2, se muestran los valores de ri, r2 y r2/r1 para algunos compuestos de

gadolinio y se comparan con los obtenidos en este trabajo.

Tabla 2- Valores de ry, r2 y r2/r1 para algunos compuestos de

Gd y G,03-PEGdiCOOH- Amylovis®-1.18)

.Agente de contraste ri(mM-s?) rz (mM-1s?) ri r2
GdCls 7,9 9 1,14
Magnevist (Gd-DTPA) 3,5 4,1 1,17
Gd203-PEGdiCOOH- Amylovis®-1 7,9 18,5 2,4

Si se compara los valores de r1, r2 y r2/ri de las particulas de Gd203-PEGdiCOOH-

Amylovis®-1 con los del Magnevist (agente de contraste comercial de uso clinico), se observa

que presentan un mayor valor de r1. No obstante, la relacion ra2/ry del producto sintetizado en

este trabajo resulto de 2,4, mayor que la del Magnevist.

En la tabla 3 se muestran valores morfométricos y magnéticos de una serie de compuestos

analogos al sintetizado en este trabajo. Aqui se observa que en general valores de ra/ry

superior a 1 indican que los sistemas nanoestructurados pueden usarse como agentes de

contraste para RMI. Por tanto, las particulas de Gd,0s-PEG-Amylovis®-1 podria ser potencial

candidato como agente de contraste, aunque el procedimiento de sintesis debe ser mejorado

con vistas a disminuir el diametro hidrodinamico.

Tabla 3- Valores de relaxitividad para compuestos analogos al

Gd203-PEGdiCOOH-Amylovis®-1.2+-22

Compuesto Diametro (nm) Relaxitividad ralr1
(mM-1st)
rn 2
Gd-PEGas0 13 5+1 55+2 11
Gd-PEGsoo 1,3 0,1+1 10+1 100
Gd203-DEG 2-5 3,6-5,3 9,6-17,2 2,6-3,24
Gd203-DEG 4-5 6,9 7,9 1,14
Gd203-PEG 1,3 10,4-16,2 17,2-17,7 1,6-1,09
BSA-PEGD-GdNP 2,0 6,0 28 4,6
C-BSA-PEGD-GdNP 2,0 7,6 22 2,89
GdNP-BSA 20-40 6,7 38,5 5,74
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Como se observa en la tabla se han reportado valores mayores que 1 para la relacion ra/r1 en
compuestos analogos a las particulas de Gd203-PEGdiCOOH-Amylovis®-1. Al realizar el
analisis del perfil DLS se observé un valor del mismo en el orden de las micras, ademas de
que en el SEM se podian observar zonas donde las NPs se encontraban agregadas. Se ha
descrito que el elevado diametro hidrodinamico de las particulas, o un efecto de su agregacion
en el tiempo, generan un mayor valor de rz, por lo que la relacidn r2/ry tiende a ser mayor que
1. Con este analisis se concluye que el valor de r2/r1 para Gd,03-PEGdiCOOH-Amylovis®-1
se encuentra en el intervalo aceptable para este tipo de agente de contraste. A partir de los
resultados del estudio de relaxitividad, las nanoparticulas obtenidas pudieran ser consideradas
con potenciales aplicaciones como agentes de agentes de contraste positivo. El trabajo futuro
deberd encaminarse a desarrollar una estrategia de sintesis donde se logre que el diametro

hidrodinamico sea menor de 200 nm.

Conclusiones

Se logrd por primera vez sintetizar particulas de GdOs funcionalizadas con Amylovis®-1, de
simetria esférica y didmetro hidrodindmico promedio de 2,5 um. Sus propiedades magnéticas,
dadas por los valores de relaxitividad r1y r» iguales a 7,7 y a 18,7 mM-s, respectivamente,
asi como la relacion ro/r1 igual a 2,4, indican que estas particulas pueden ser un potencial
agente de contraste para IMR. El presente trabajo constituye una plataforma para la obtencion
de sistemas nanoparticulados novedosos y selectivos de Gd.Os funcionalizados con ligandos

de la familia Amylovis®.
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