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Resumen

El desarrollo de nanofarmacos aplicados en terapias frente al cancer es
un prometedor campo de la biomedicina en el cual se entrecruzan diferentes
disciplinas cientificas como la biologia, la ciencia de los materiales,
quimica, medicina y farmacia. Con la aplicacion clinica de este tipo de
materiales se pretende superar los inconvenientes que presentan los actuales
tratamientos contra el cancer, como una limitada efectividad terapéutica y
un gran numero de efectos secundarios.

La presente tesis doctoral se ha enfocado en la sintesis de
nanofarmacos basados en silice para la difusion intracelular y liberacion
controlada del agente antineoplasico camptotecina.

En primer lugar, se llevd a cabo la sintesis de diversos nanomateriales
aplicando el método sol-gel. En paralelo, se obtuvieron diferentes
profarmacos para su posterior incorporacion a los materiales mediante
enlace covalente. Tras una completa caracterizacion, se comprob6 la
estabilidad de los nanofarmacos en medio fisioldgico y, una vez demostrada
su robustez, se procedié al estudio del mecanismo de liberacion del
principio activo a partir del nanofarmaco, realizando experimentos de
liberacion mediante la aplicacion de diferentes estimulos. Sobre los datos
experimentales obtenidos se aplicaron varios modelos cinéticos de
liberacion de farmacos, observando que la difusién en matrices granulares
es el fenémeno fisico-quimico de mayor influencia.

Posteriormente, se evalud la actividad antineoplasica in vitro de los
nanofarmacos mediante ensayos de viabilidad celular, apreciando una
toxicidad similar a la del farmaco libre. Por otro lado, también se realizaron

experimentos para determinar los principales factores que influyen en la



internalizacion de los materiales por parte de las células, siendo estos el
diametro hidrodinamico y la hidrofobicidad del material.

Finalmente, se investigd la biodistribucion, tolerabilidad y eficacia
terapéutica in vivo en un modelo de xenoinjerto de cancer colorectal
humano en ratones.

A pesar de observarse una importante captacion del nanofarmaco por
células del sistema reticuloendotelial, la acumulacion del sistema
terapéutico en el tumor mejoro la efectividad del farmaco libre, a la vez que
se minimizaron los efectos secundarios del agente antitumoral.

Los resultados obtenidos apuntan al desarrollo de una nueva
generacion de farmacos basados en nanomateriales hibridos orgéanico-
inorganicos, capaces de llevar a cabo terapias anticancerigenas con un

elevado grado de eficacia y selectividad.



Resum

El desenvolupament de nanofarmacs aplicats en terapies per al
tractament del cancer és un area prometedora de la biomedecina en la qual
s’entrecreuen diferents disciplines cientifiques com ara la biologia, la
ciencia dels material, quimica, medecina y farmacia. Amb I’aplicaci6 clinica
d’aquests tipus de materials es vol superar els inconvenients dels
tractaments actuals contra el cancer, com una limitada efectivitat terapeutica
y un gran nombre de efectes secundaris.

La present tesi doctoral ha estat enfocada en la sintesi de nanofarmacs
basats en silice per a la difusid intracel-lular i la alliberacié controlada de
I’agent antineoplastic camptotecina.

En primer lloc, es va dur a terme la sintesi de diversos nanomaterials
aplicant el métode sol-gel. A la vegada, s’obtingueren diversos profarmacs
per a la seva darrera incorporacio als materials mitjancant un enllag de tipus
covalent. Després d’una completa caracteritzacid, es va comprovar
I’estabilitat dels nanofarmacs en medi fisiologic. Una vegada demostrada la
seva robustesa, es va procedir a 1’estudi del mecanisme d’alliberacid del
principi actiu a partir del profarmac, realitzant diversos experiments
d’alliberacié de la materia activa mitjangant 1’aplicacid6 de diferents
estimuls. S’aplicaren diferents models cinétics a les dades experimentals
obtingudes. D’aquesta manera, s’observa que la difusi6 en matrius granulars
és el fenomen fisico-quimic de major rellevancia.

Darrerament, es va avaluar ’activitat antineoplastica in vitro dels
nanofarmacs mitjangant assajos de viabilitat cel-lular, apreciant una toxicitat
similar a la del farmac lliure. Per altra banda, també es realitzaren
experiments per a determinar els principals factors que influeixen en la

internalitzacio dels materials per part de les cél-lules, i s’obté com ha



resultat que el diametre hidrodinamic y la hidrofobicitat del material son les
caracteristiques que tenen una major influéncia.

Finalment, es va investigar la biodistribucion, tolerabilitat y eficacia
terapéutica in vivo a un model de xenoinjert de cancer colorectal en ratolins.

Tot 1 que s’observa una important captacid del nanofarmac per
cel-lules del sistema reticulendotelial, la acumulacid del sistema terapeutic
en el tumor va millorar I’efectivitat del farmac lliure, a la vegada que
disminuiren els efectes secundaris del agent antitumoral.

Els resultats obtinguts apunten cap al desenvolupament d’una nova
generacio de farmacs basats en nanomaterials hibrids organic-inorganics,
capacos de dur a terme terapies anticancerigenes amb un elevat grau

d’eficieéncia y selectivitat.



Abstract

The development of nanodrugs applied to cancer therapy is a
promising field in biomedicine which involves different scientific
disciplines such as biology, materials science, chemistry, medicine and
pharmacy. The aim of the clinical application of these materials is to
overcome the wide range of limitations associated with conventional
treatments, as limited therapeutic effectiveness and severe side effects.

This PhD study has been focused on the synthesis of silica based
nanodrugs for the intracellular diffusion and controlled release of the
antineoplastic agent camptothecin.

Firstly, several nanomaterials were synthesized applying the sol-gel
method. Moreover, four different prodrugs were obtained in order to
incorporate them on the previously synthesized materials trough a covalent
bond. After a complete characterization of the nanodrugs, its robustness was
tested on physiological media.

In order to study the release mechanism of the drug, experiments were
carried out under different stimuli. Four kinetic models were chosen in order
to study the release kinetics. It was found that diffusion mechanism in
granular matrices was the main physicochemical parameter involved in the
drug release.

Afterwards, the nanodrug antineoplastic activity was tested by cell
viability assays, showing a similar toxicity to the free drug. In addition, flow
cytometry assays were carried out in order to investigate which
characteristics have an influence on cell internalization. Results showed that
large hydrodynamic diameter and high hydrophobicity enhance cell

internalization.



Finally, biodistribution, tolerability and therapeutic efficiency were
tested in vivo in a human colorectal tumor cell xenograft in mice.

Despite an intensive nanodrug uptake by the reticuloendothelial system
cells, the nanodrug accumulation in the tumor improved the treatment
effectiveness when comparing to the free drug. Besides, side effects where
minimized when using the nanodrug.

The results of this study lead the way to a new generation of drug
based on hybrid organic-inorganic nanomaterials, creating new highly

effective and selective cancer therapies.
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Capitulo 1 | Introduccién

1. Introduccion

1.1. Perspectivas terapéuticas del cancer

El cancer se ha convertido en un gran problema de salud publica a
escala mundial. Los estudios epidemioldgicos realizados en Espafia indican
que el cancer es la primera causa de muerte en hombres y la segunda en
mujeres. La enfermedad presenta una supervivencia relativa a cinco afios del
49,3 % [1]. Ademas, se calcula que en el afio 2012 se daran méas de 200.000
nuevos casos en Espafa [2].

Existen diversos tipos de tratamientos contra el cancer, si bien el méas
empleado en la mayoria de casos es el quirargico. Consiste en la reseccion
del tejido tumoral y zonas limitrofes [3]. Asimismo, en ocasiones es
necesario extirpar ganglios linfaticos regionales para evitar la aparicion de
metastasis [4].

Por otro lado, la radioterapia emplea radiacion de alta energia como los
rayos-X 0 rayos-y para eliminar las células cancerosas. El tratamiento
puede ser local utilizando equipos generadores de radiacién o sistémico
mediante sustancias radioactivas como **'I. Su mecanismo de accién se basa
en el dafio directo del ADN y también en la creacion de radicales libres que
igualmente causan dafio genético. Este tipo de tratamiento esta recomendado
en determinados tipos de cancer, como los que afectan a los siguientes
organos y tejidos: cuello, cabeza, laringe, fosas paranasales y nasofaringe.
Sin embargo, su aplicacion no esta indicada en cancer de higado y leucemia
[5].

Los inhibidores de la angiogénesis también se han aplicado en el
tratamiento contra el cancer debido su capacidad para restringir el flujo

sanguineo en tumores. Lamentablemente, este tipo de tratamiento presenta

3



Capitulo 1 | Introduccién

un gran numero de efectos secundarios asociados a su mecanismo de accion
[6].

Por dltimo, en el tratamiento con quimioterapia se administran
medicamentos que interrumpen la proliferacion de las células cancerosas. Se
suele combinar con algunos de los procedimientos citados anteriormente y

en ocasiones es necesario un trasplante de médula tras la terapia [7].

1.1.1. Quimioterapia con camptotecina (CPT)

La (S)-(+)-camptotecina es un alcaloide presente en la madera, corteza
y frutos del arbol de origen asiatico Camptotheca acuminata. Esta molécula
presenta un grupo funcional lactona en el anillo E, que mediante hidrélisis

bésica puede convertirse en carboxilato.

Lactona Carboxilato

Figura 1.1. Hidrolisis de la CPT.

A pH fisiologico (pH 7,4) el equilibrio estad desplazado hacia esta
forma. Dicha caracteristica dificulta su aplicacion como agente
antineoplasico, ya que apenas es farmacol6gicamente activo y ademas es
inestable en disoluciones acuosas.

La actividad terapéutica de la CPT se debe a su union al complejo
topoisomerasa I-ADN durante la replicacién. En condiciones normales la

enzima topoisomerasa I se enlaza de forma covalente al grupo 3’fosfato de
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la cadena de ADN en la region del corte, mientras que el extremo 5” en la
escision es un grupo hidroxilo. Tras eliminar los superenrollamientos de la
cadena de ADN, el enlace fosfodiéster se restablece y se libera la enzima.
Sin embargo, cuando este proceso se produce en presencia de CPT, el
farmaco se une al complejo enzima-ADN estabilizdndolo, vy
consecuentemente impidiendo el religado del ADN. Este hecho genera
dafos en su estructura y provoca la apoptosis celular [8].

O

<El]-emr

Figura 1.2. Modelo de interaccion de la CPT con la enzima topoisomerasa | y
ADN [8].

La CPT presenta una elevada actividad antineoplésica in vitro en gran
variedad de lineas celulares, asi como en diferentes modelos de cancer [9-
10]. A pesar de su gran potencial, su escasa solubilidad dificulta en gran
medida su aplicacién clinica. Para solventar este inconveniente, se empled la
sal sodica hidrosoluble en los primeros ensayos clinicos llevados a cabo en
1970. Los resultados obtenidos fueron desalentadores, debido a la apertura
del anillo E y la consecuente pérdida de actividad terapéutica. Ademas, el
equilibro se revertia a la forma de lactona cuando el farmaco alcanzaba la
vejiga, produciendo casos severos de cistitis. Como consecuencia se

paralizaron los ensayos clinicos [11].
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A mediados de los ochenta retorné el interés por la CPT debido a su
particular mecanismo de accion, se sintetizaron varios analogos que
presentaban eficacia terapéutica similar y mejoraban los problemas de
solubilidad. Finalmente dos derivados de la CPT se aprobaron por la FDA
estadounidense (Food and Drug Administration), Irinotecan (CPT-11) y
Topotecan (TPT), para el tratamiento de céancer colorectal en estado
avanzado y cancer de pulmon [12].

1.2. Limitaciones de la quimioterapia tradicional: pautas de

tratamiento farmacoldgico

La gran mayoria de tratamientos contra el cancer se administran de
forma intravenosa y tienen un efecto sistémico. Esto hace que sea necesario
el uso de dosis elevadas para alcanzar concentraciones de farmaco efectivas
en tumor. Como consecuencia de su accion sistémica, los farmacos también
acttian en células sanas generando una gran cantidad de efectos secundarios.
Normalmente, los tejidos con células de crecimiento rdpido como las del
epitelio gastrico, foliculos pilosos y médula ésea son los mas afectados. Los
efectos secundarios a corto plazo comprenden nauseas y vomitos. Otros
tardan algun tiempo mas en aparecer como estomatitis y leucopenia. Por
altimo, algunos efectos secundarios surgen varias semanas después del
tratamiento como es el caso de cardiomiopatias y neuropatias periféricas.
Estas afecciones disminuyen considerablemente la calidad de vida del
paciente [13].

Ademas, el 40% de los tumores desarrollan resistencia frente a farmacos
antitumorales. La resistencia maltiple a drogas (MDR) implica resistencia a
farmacos a los cuales las células no han sido expuestas y también se genera

resistencia frente a moléculas que tienen mecanismos de accion diferentes.
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Este fendmeno afecta negativamente la efectividad del tratamiento y la
prognosis del paciente. La resistencia a farmacos puede producirse mediante
diferentes mecanismos: disminucién del metabolismo o de la permeabilidad
de la membrana celular, reparacion de ADN e inhibicion de la apoptosis
celular [14]. Aungque generalmente el mecanismo principal consiste en el
transporte activo del farmaco al exterior de la célula mediante la accion de
proteinas transportadoras de membrana. Cuando la glicoproteina-P (P-gp) se
sobreexpresa, se genera resistencia a una gran variedad de antitumorales
como doxorubicina o paclitaxel [15]. Igualmente ocurre con las proteinas
MRP1p , ABCG2p y BCRP [16]. En el caso de farmacos basados en
platino, p.e., el cisplatino, la resistencia incluye otros mecanismos. Ademas,
del transporte activo del farmaco al exterior de la célula mediante proteinas
transportadoras como hCtrl, los derivados de Pt con proteinas azufradas
formados en el interior celular son eliminados del citosol por accién de la
proteina MDRP2. Otro mecanismo de resistencia implica la sobreexpresion
de proteinas involucradas en la reparacién del ADN dafiado por la accidn
del cisplatino como HMG1 y hMSH2. Por ultimo, el tercer mecanismo de

resistencia consiste en un aumento de la actividad antiapoptética [17].

1.3. Alternativas a la terapéutica tradicional: terapia selec-

tiva.

Aspecto fundamental de la quimioterapia del cancer es la posibilidad de
llevar a cabo los tratamientos farmacologicos con elevada eficacia sobre las
células malignas y con minima repercusion sobre los tejidos sanos. En este
sentido, la posibilidad de aplicar una terapia selectiva en la que los efectos
del agente citotoxico se manifiesten Gnicamente sobre el tejido patoldgico

supondria un enorme avance sobre la terapéutica tradicional, basada en la
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monitorizacion de los niveles plasmaticos del farmaco. A tal fin, los agentes
antitumorales se pueden incorporar sobre un vehiculo que mejore su
biodisponibilidad, aumente la solubilidad y estabilidad en medio fisioldgico,
favorezca su acumulacion en el tumor, y a la vez se minimice su toxicidad
sobre las células sanas. Actualmente, se considera dos modalidades de tales

vehiculos: moléculas hidrosolubles y nanoparticulas.

1.3.1. Incorporacion de farmacos a moléculas hidrosolubles: profar-
macos.

Un profarmaco es una sustancia biolégicamente inactiva derivada de
un farmaco, que normalmente requiere una transformacién quimica o
enzimatica en el organismo denominada activacion. Ademas genera una
mejora en la difusion respecto al fArmaco original [18].

Una solucién para mejorar la aplicacion clinica de farmacos hidréfobos
consiste en la union covalente a una molécula hidrosoluble. En muchos
casos se emplean polimeros hidrosolubles como polietilenglicol (PEG). En
el caso particular del farmaco que nos ocupa en este estudio, CPT, no so6lo
se mejora la solubilidad sino que ademas confiere estabilidad a la forma
farmacoldgicamente activa en disoluciones acuosas. Otra ventaja es el
aumento del tiempo de aclarado plasmatico en comparacion con el farmaco
original y, en el caso concreto de compuestos antitumorales, se favorece la
acumulacion en tumor mediante el efecto de la permeabilidad capilar y de la
retencion tisular aumentada (efecto EPR) [19]. Este proceso se basa en dos
factores: en primer lugar en la vasculatura patologica tumoral, en la que las
células epiteliales no estan alineadas correctamente y dejan espacios entre
si. Estos espacios pueden llegar hasta los 700 nm [20]. Asi los farmacos son

facilmente trasvasados desde el torrente sanguineo al tumor. En segundo
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lugar el tejido tumoral carece de un drenaje linfatico efectivo, impidiendo la
eliminacién de las moléculas que se encuentren en el interior [21]. De esta
forma, los medicamentos presentes en el torrente sanguineo tras una

administracion intravenosa quedarian retenidos en el tejido tumoral.

Figura 1.3. Esquema del efecto EPR [22].

Ademas, para mejorar la biodistribucién del profarmaco y su
acumulacién en el tejido tumoral pueden incorporarse en el otro extremo de
la molécula hidrosoluble agentes directores como el folato [23] y el
bifosfonato [24]. Los agentes directores basan su accion en la capacidad
para alcanzar la pared celular y provocar una endocitosis mediada por
receptores de membrana.

Los profarmacos pueden activarse mediante la accion de enzimas
especificas. Esta caracteristica posibilita la liberacion del farmaco de forma
localizada. Una estrategia seguida de manera general consiste en formar

enlaces sensibles a la accién de enzimas sobreexpresadas en el interior de
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células cancerigenas. De este modo el farmaco se libera preferiblemente en
las células diana, aumentado la efectividad terapéutica y reduciendo los
efectos secundarios, ya que el profarmaco no se activara, o lo hard en menor
medida en células sanas. Sin embargo, el requerimiento de una
transformacion quimica previa hace que los profarmacos presenten
generalmente unos valores del 50 % de la concentracion inhibitoria maxima
(ICsp) varios oOrdenes superiores al farmaco original [25]. Por otro lado, no
todos los farmacos anticancerigenos contienen grupos funcionales
adecuados para unirlos de forma covalente a otra molécula. Ademas, existe
la limitacién del tipo de enlace generado, ya que este deberd ser sensible a la
accion de enzimas o determinadas condiciones fisioldgicas. Para solventar
este problema asociado al uso de profarmacos, se disefiaron enlaces self-
immolative, en los que el lugar de activacion del farmaco, es diferente al
lugar de escision. Esto hace que se puedan emplear una mayor variedad de
profarmacos activados por una enzima determinada [26].

1.3.2. Incorporacion de farmacos sobre nanoparticulas estables en
fluidos bioldgicos: nanofarmacos.

La incorporacion de farmacos a nanoparticulas ha dado lugar a la
aparicion de una nueva familia de productos terapéuticos con propiedades
exclusivas: los nanofarmacos. Estos pueden emplearse para modificar la
biodistribucion del farmaco y acumular una mayor cantidad del mismo en el
tumor. Esta acumulacion en tumor se produce a través de un efecto EPR
muy marcado [27]. Pero para que esto ocurra, las nanoparticulas no deben
ser captadas por el sistema reticulo endotelial (SRE). Cuando esto ocurre,
las nanoparticulas quedan retenidas en 6rganos como higado y bazo [28-29],
pudiendo causar diversos efectos toxicos [29-30].

10
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Sobre los nanofarmacos se pueden incluir moléculas directoras como
biotina y &cido félico. También biomoléculas como aptameros o anticuerpos
monoclonales [31-32].

Este tipo de nanoparticulas también puede ser empleado para vencer la
MDR. A pesar de los numerosos farmacos inhibidores de la P-gp
sintetizados, sus resultados en estudios clinicos han sido decepcionantes
[33]. Por ello, se han aplicado diferentes nanomateriales con el fin de limitar
la resistencia a farmacos. Cuando la P-gp se sobreexpresa en células
cancerigenas es dificil mantener una concentracion terapéutica de farmaco
en el interior de la célula durante un tiempo prolongado. En un ensayo
llevado a cabo con nanoparticulas lipidicas cargadas con doxorubicina,
anticancerigeno y sustrato de la P-gp, se demostr6 que el empleo de
nanoparticulas propiciaba una mayor concentracion intracelular de
doxorubicina en comparacién con el farmaco libre [34]. Por otro lado
micelas disefiadas para la liberacion rapida del farmaco mediante el cambio
de pH también se han probado con éxito en cultivos celulares
multirresistentes [35]. Otra estrategia empleada es la combinacién de
farmacos antitumorales e inhibidores de la P-gp en un mismo vehiculo. El
empleo combinado de paclitaxel y tariquidar en nanoparticulas
funcionalizadas con biotina mostro inhibicion en el crecimiento de tumores
multirresistentes en ratones, mientras que la administracion de paclitaxel no
mostré ningin efecto [36], y la aplicacion de una combinacion de
doxorubicina y tariquidar, a pesar de mejorar la actividad antitumoral, no
consiguieron restablecer por completo la sensibilidad al farmaco [37].

Los nanovehiculos también pueden ser empleados para el transporte de
macrobiomoléculas. En este caso, una de las estrategias consiste en silenciar

la expresion de determinados genes como por ejemplo el gen MDR-1 que

11



Capitulo 1 | Introduccién

expresa la P-gp [14]. Otro método consiste en reparar los mecanismos de
apoptosis celular. Asi, se han empleado nanoparticulas de silice mesoporosa
para el transporte de doxorubicina junto a ARN interferente Bcl-2 (SIARN
Bcl-2). En este caso el ARN interferente actia como un supresor de la
defensa antiapoptotica. EI siARN se transporta eficazmente hasta el citosol,
generando un efecto sinérgico [38]. Por tanto, los materiales
nanoparticulados constituyen un excelente vehiculo tanto para farmacos,
como para biomoléculas. Sin embargo, debe tenerse presente que la
biocompatibilidad e inocuidad a largo plazo de estos materiales no ha sido

completamente comprobada.

1.4. Requerimientos de los nanofarmacos

A pesar del notable potencial que muestran los nanofarmacos, su
viabilidad en sistemas bioldgicos y, en particular, su uso clinico, requiere de
una serie de premisas. En primer lugar, y aungque pueda resultar obvio, es
imprescindible emplear materiales biocompatibles en aplicaciones médicas
y farmacéuticas. Ello implica la ausencia de respuesta inmunitaria o, que se
trate de una repuesta muy leve. Durante afios este objetivo se ha conseguido
empleando materiales con una gran inercia quimica y bioldgica, como las
aleaciones de titanio empleadas en implantologia [39]. No obstante, tras la
aparicion de nuevos nanomateriales con aplicaciones biomédicas, para que
un material sea considerado biocompatible no es imprescindible que este sea
inerte, sino gque es necesario que ejerza su accién terapéutica sin generar
efectos secundarios locales o sistémicos, optimizando la eficacia clinica del
tratamiento [40].

El tamafio de particula es un parametro fundamental para la aplicacion

de biomateriales. Un vehiculo para la difusion de farmacos debe tener

12
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dimensiones nanométricas. La envergadura de las nanoparticulas influira en
su biodistribucion, mecanismo de eliminacion y toxicidad. Por ello es
importante que las nanoparticulas tengan un diametro inferior a los 300 nm
para evitar ser captadas por el SRE [41].

El material debera liberar el farmaco mediante la aplicacion de
determinados  estimulos intracelulares.  Preferiblemente  estimulos
caracteristicos de células tumorales o bien que se den en mayor medida que
en celulas sanas. De este nodo se evita la liberacion del farmaco fuera de las
células diana. En este sentido, los procesos fisico-quimicos con mayor
aplicacion son las variaciones de pH, mecanismos redox, irradiacion con luz
de una longitud de onda determinada (generalmente ultravioleta o infrarrojo
cercano) o la accion de determinadas enzimas [42-45].

Asimismo, como se ha comentado anteriormente, el empleo de
moléculas directoras a las células tumorales, aptameros o anticuerpos
monoclonales se basa en la capacidad de estos compuestos para alcanzar la
pared celular y provocar una endocitosis mediada por receptores de
membrana [31]. Una de las moléculas directoras mas empleadas es el acido
félico. Esto se debe a que los receptores de folato estan sobreexpresados en
una gran variedad de células cancerigenas. De este modo se favorece la
endocitosis del material por parte de las células patoldgicas, reduciendo asi
la accion del farmaco en células sanas y minimizando de los efectos
secundarios. Cabe mencionar que la adicién de moléculas directoras no
modifica la biodistribucion del material favoreciendo la acumulacion en
tumor. Sin embargo, si que aumentan la internalizacién de particulas que
llegan al tumor. Al respecto, se considera que podria resultar mas adecuado
denominar estos compuestos como moléculas de internalizacion en lugar de

moléculas directoras [46]. Para que este mecanismo de difusion de farmacos

13
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sea efectivo, es necesario que tras la endocitosis, la molécula escape del
lisosoma hacia el citosol. Dependiendo del mecanismo de accion del
farmaco, la molécula deberd alcanzar el ndcleo celular [32]. Este tipo de
sistema se ha empleado para la difusién de diferentes farmacos como el
cisplatino [47], la CPT [48] o fotosensibilizadores para terapia fototérmica
[49].

Finalmente, las nanoparticulas deben estar compuestas por materiales
biodegradables, capaces de descomponerse en unidades estructurales de
caracter no toxico para el organismo. De este modo, en una situacion ideal,
el material seria facilmente eliminado, fundamentalmente por via renal, sin
producir dafios en tejidos o alteraciones fisioldgicas. [50] .

A continuacion se expone de forma resumida los principales
nanomateriales propuestos para el transporte y difusion de farmacos y
biomoléculas en el organismo, con especial interés en aquellos que

constituyen agentes terapéuticos empleados en el tratamiento del cancer.

1.5. Modelos de nanofarmacos

1.5.1. Vehiculos organicos

1.5.1.1. Liposomas

Los liposomas son vesiculas formadas por una bicapa fosfolipidica.
Los fosfolipidos que forman la doble capa tienen dos areas diferenciadas: en
primer lugar la “cabeza polar” y en segundo la “cola apolar”. Las colas
hidr6fobas se agrupan formando una vesicula, quedando las zonas polares
hacia el interior y exterior de la estructura. Los liposomas contienen la carga

terapéutica en el interior de la vesicula, evitando que el contenido pueda ser
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degradado. Cuando son administrados via intravenosa son rapidamente
eliminados de la circulacion sanguinea por el SRE. Esta caracteristica se ha
empleado para el tratamiento de infecciones localizadas en el SRE como por
ejemplo leishmaniosis o para encapsular inmunomoduladores [51]. Para
conseguir un mayor tiempo de aclarado plasmatico, los liposomas se pueden
recubrir de polimeros hidrofilicos como PEG [52]. La cubierta es hidrofila,
uniforme y flexible evitando la agregacion e interaccion con proteinas. Asi,
el liposoma permanece mas tiempo en el torrente sanguineo y se acumula
por efecto EPR en tumor. Empleando este tipo de liposomas se puede
aumentar diez veces la concentracion del farmaco, comparado con la
administracion del farmaco tradicional [53]. No obstante, la cubierta no
inhibe por completo la captacion por parte del SRE y la acumulacién en
tejidos como higado o bazo. A pesar de los inconvenientes mencionados,
existen varias formas comerciales como Caelyx® y Doxil® que se aplican
en el tratamiento de cancer de ovario, mieloma mdltiple y sarcoma de
Kaposi asociado a sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) [54].
Algunos liposomas incluyen agentes directores como anticuerpos
monoclonales, péptidos, glicoproteinas, receptores de membrana o
aptameros [55]. La direccién de los liposomas hacia el foco patoldgico y la
liberacion continuada del farmaco puede ayudar a vencer la MDR y a su vez
aumentar la eficacia del tratamiento. También se han empleado liposomas
en el transporte de ADN o siARN [56]. Otra aplicacion de los liposomas es
la de agentes de diagnostico, cuando en su interior contienen radioisotopos
como n, ®Tc, Mn 1l o Gd III. Por dltimo, también se han empleado
liposomas para la vacunacion. Existen dos formulas comercializadas
denominadas Epaxal® e Inflexal® para la vacunacion frente hepatitis A y

gripe respectivamente.
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Figura 1.4. Liposoma pegilado [51].

1.5.1.2. Dendrimeros

Los dendrimeros son macromoléculas ramificadas. El inicio de la
estructura es un nacleo a partir del cual aparecen ramificaciones. Estas
reciben nombre dependiendo de la distancia al niacleo. Los dendrimeros
presentan  excelentes propiedades como versatilidad estructural,
multivalencia y baja polidispersion [57]. En estos soportes se han empleado
en la difusion de farmacos, agentes de contraste, ADN y siARN [25]. Las
sustancias pueden incorporarse mediante interacciones hidrofdbicas,
electrostaticas o puentes de hidrogeno. Aunque también se pueden incluir
mediante la formacion de un enlace covalente sensible a diferentes
estimulos [58]. Los dendrimeros se pueden distribuir mediante difusion
pasiva o por el contrario afiadir una molécula directora como acido folico,
biotina o anticuerpos monoclonales.

La mayoria de los dendrimeros con aplicaciones biologicas estan

formados por polimeros biocompatibles como PEG, acido polilactico
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(PLLA), policaprolactona (PCL) y polilisina (PLL). Por el contrario los
dendrimeros catidnicos basados en poli(amidoamina) (PAMAM) vy
poli(propilenimina) (PPI) han demostrado una elevada toxicidad en cultivos
celulares y en modelos in vivo, dificultando la aplicacion clinica de este tipo
de dendrimeros.

Existen aplicaciones comerciales de estos materiales. En primer lugar
en un gel microbiocida basado en un dendrimero de polilisina denominado
VivaGel®. Por otro lado el dendrimero catiénico SuperFect® se emplea

para la transfeccion de varias lineas celulares [59].

® Agente de contraste
@» Molécula directora

@ Agente terapéutico

Figura 1.5. Representacion de dendrimero [59].

1.5.1.3. Ciclodextrinas

Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos formados por varias
unidades de glucopiranosa unidas entre si por un enlace a-1,4. Son
conocidas por su escasa toxicidad y por no generar reacciones por parte del
sistema inmunoldgico [60]. La zona interior de las ciclodextrinas es
hidrofoba y tiene forma conica. Por el contrario, las zona exterior es
hidrofila y contiene una gran cantidad de grupos hidroxilo primarios y
secundarios otorgando caracter hidrosoluble a estas estructuras [61]. Existen
tres tipos diferentes de ciclodextrinas dependiendo de la cantidad de

monomeros de glucosa incluidos en la estructura. Se nombran como
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o, Byypara un contenido de seis, siete y ocho unidades de glucosa,

respectivamente.
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Figura 1.6. Ciclodextrina .

Es posible funcionalizar los grupos hidroxilo exteriores dando lugar a
derivados de ciclodextrinas disustituidos [62]. A su vez, también es posible
incorporar estas ciclodextrinas a la estructura de un polimero. En el caso de
M. Davis et al., ciclodextrinas B difuncionalizadas se incluyen en la
estructura de un PEG y un derivado de la CPT es incluido por enlace
covalente [63]. Se emplean ciclodextrinas B ya que son més féciles de
producir y purificar a gran escala [60]. Mediante este sistema se consigue
que el farmaco permanezca en la forma farmacoldgicamente activa (lactona)
tras varios dias en una disolucion de PBS (pH 7.4). Por el contrario, si el
farmaco no se incluye en el polimero, casi la totalidad se encuentra en
forma de carboxilato (farmacoldgicamente inactiva). En este ejemplo la
CPT se une al material mediante la formacion de un enlace éster. Este tipo
de enlace es sensible a la accion de la enzima esterasa. Por ello, el material
presenta poca estabilidad en suero humano, liberando el 50% de la carga de
CPT en menos de dos horas debido a la accién de esterasas plasmaticas
inespecificas. A su vez, el material presenta una actividad antineoplasica

similar a la de la CPT en cultivos celulares, indicando que las esterasas
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presentes en el citosol son capaces de escindir el enlace liberando el farmaco
[64].

De todos los compuestos desarrollados, el denominado IT-101,
presenta un gran potencial. Ensayos preclinicos de eficacia antitumoral
revelan una mayor eficacia que CPT o irinotecan (CPT-11) [65]. La
administracion semanal de IT-101 mostré una actividad terapéutica
significativa. En todos los xenoinjertos estudiados se produjo retraso en el
crecimiento del tumor, incluso regresion total del tumor en todos los
animales de estudio con cancer de pulmon de células pequefias. Ademas, el
tratamiento también produjo regresion total del tumor en algunos casos de
sarcoma de Ewing diseminado, demostrando efectividad en metastasis
tumorales, que en ocasiones debido a su tamafio y localizacion no pueden
ser tratadas de forma quirdrgica o bien no pueden ser tratadas de forma
eficaz con otros farmacos. Por ultimo, IT-101 presentd una marcada
actividad antitumoral en una serie de lineas celulares resistentes a
Irinotecan. Este resultado coincide con publicaciones anteriores que indican
que los sistemas poliméricos pueden ser Utiles frente a la resistencia a
farmacos asociada a la P-gp y la MDR [66-68].

El material IT-101 ha demostrado una actividad terapéutica superior en
ensayos preclinicos respecto a CPT-11 [69-71] en varias lineas celulares de
linfoma. Esto se debe a la liberacion continuada de CPT a partir del
material, que permite la inhibicion de la enzima topoisomerasa |
transcurridas 48 horas desde la administracion del polimero.

El polimero de ciclodextrinas también se ha empleado para la
administracion sistémica de siARN [72]. Aungue en este caso se producen
algunas modificaciones respecto al polimero original 1T-101, dando lugar al
producto CALAA-01. Sobre el polimero se enlaza PEG para mejorar su
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estabilidad en medio acuoso. Ademas, se afiade transferrina, lo que facilita
su paso al interior de la célula, ya que el receptor de transferrina esta
sobreexpresado en gran cantidad de lineas celulares cancerigenas [73]. Por
altimo incluye siARN disefiado para silenciar la expresion del gen RRM2,
reconocida diana terapéutica en el tratamiento del cancer [74]. Tras la
administracion intravenosa de CALAA-01 se reduce tanto la expresion de la
proteina RRM2 como la cantidad de ARN mensajero correspondiente [75].
De esta forma se demuestra que la administracion sistémica intravenosa de

SiIARN puede tener una aplicacidn terapéutica en humanos.

1.5.1.4. Quitosano

El quitosano es un polimero de origen natural que se obtiene mediante
la hidrdlisis de la quitina. La quitina es un elemento estructural en el
exoesqueleto de los crustaceos y es el segundo polimero mas abundante tras
la celulosa. La diferencia entre el quitosano y la quitina es que en el primero
las mayoria de los grupos N-acetil estan hidrolizados. El grado de
acetilacion tiene gran importancia en las propiedades reoldgicas y
solubilidad del polimero. EI grupo amino del polimero tiene un pKa entre
5,5y 6,5. Esto hace que el polimero sea soluble en soluciones acidas y que
tenga una transicién sol-gel a un pH cercano a 7 unidades. A pH fisiologico
los grupos amino proporcionan al polimero carga positiva. Su peso
molecular puede variar entre 10.000 y 1.000.000 Da. Se trata de un polimero
biodegradable, ya que es sensible a la accion de la enzima lisozima [76].
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Figura 1.7. Representacion de la sintesis y degradacién de quitosano.

El quitosano tiene la propiedad de interaccionar con grasas, actuando
como una esponja en el tracto intestinal. Ademas, también tiende a
interaccionar con otro tipo de sustancias como iones de metales pesados,
siendo empleado en la purificacion de aguas contaminadas [77]. Para su
aplicacién farmacoldgica el quitosano presenta varias caracteristicas. En
primer lugar, presenta una gran adherencia a mucosas, por ello las
formulaciones que contienen el polimero tienen un mayor tiempo de
contacto y consecuentemente aumenta la cantidad de farmaco absorbida
[78]. Por otro lado, el polimero al adherirse tiende a separar las uniones de
las mucosas Yy facilita el transporte paracelular de moléculas hidrofdbicas
[79]. Al tener carga positiva, el polimero es capaz de promover la
coagulaciéon de la sangre, lo que dificulta la aplicacién intravenosa de

preparados que contengan quitosano.
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Su aplicacion como vehiculo de farmacos antitumorales ha cobrado
relevancia en los Gltimos afios. Se han empleado hidrogeles de quitosano y
fosfato sodico cargados con CPT (0,25 % p/p) [81]. En los ensayos in vitro
este material consigue una liberacion continuada del compuesto,
manteniendo un 90% del compuesto mismo en la forma
farmacologicamente activa (lactona). A su vez, el hidrogel es sensible a la
accion de la enzima lisozima tanto in vitro como in vivo. De este modo el
vehiculo se degrada, facilitando su eliminacién del organismo.

También se ha empleado peliculas biodegradables de quitosano para la
difusion de Paclitaxel [80]. En este caso, a pesar de obtener un material con
una carga elevada de Paclitaxel (31 % p/p), s6lo se consigue liberar un 15 %
del farmaco. Ademas, la adicién de lisozima no tiene ningun efecto sobre la
liberacion del farmaco. Por otro lado, el material es altamente biocompatible

y es degradado in vivo segun los estudios histoldgicos realizados.

1.5.1.5. Derivados del &cido polilactico (PLLA)

El PLGA es un copolimero formado por el acido lactico y el acido
glicélico. Dependiendo de la ratio empleada entre ambos mondmeros se
pueden obtener diferentes tipos de polimero. EI PLGA ha obtenido gran
éxito en aplicaciones biomédicas, ya que se hidroliza facilmente en el
organismo generando &cido lactico y el acido glicolico, que son procesados
eficazmente minimizando la toxicidad del polimero [50]. La degradacion de
este material depende de varios factores como la ratio de los monomeros, el
peso molecular, el grado de cristalinidad y la temperatura de transicion
vitrea (Tg). El tamafio de las nanoparticulas de PLGA con aplicaciones
biomédicas suele ser inferior a 100 nm, de ese modo se reduce la adsorcion

de proteinas en superficie y la filtracion hepatica [81] .
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Figura 1.8. Estructura quimica del PLGA.

Este sistema se ha empleado para la difusion de farmacos, SiARN y
proteinas, destacando los estudios llevados a cabo por Langer, Farokhzad et
al. para el tratamiento de cancer de prostata con Docetaxel [82]. En otros
casos, los implantes de PLGA se aplican localmente en el rea a tratar [83].
Al inicio, la cinética de liberacion de farmacos en particulas de PLGA esta
gobernada por la difusion del farmaco a través de la particula, mientras que
en las etapas finales esta regida por los procesos de erosion y degradacion
[84]. La FDA aprohd el uso de Lupron® [85], un preparado comercial que

contienen PLGA para el tratamiento de cancer de prostata.

1.5.1.6. Nanotubos de carbono

Los nanotubos de carbono son cilindros formados por hojas de
grafeno. Los extremos pueden estar abiertos o blogueados por particulas
[86]. El tamafio del didmetro puede ser de un nanémetro con una longitud
de varios micrémetros. Dependiendo de la cantidad de hojas de grafeno
presentes en la estructura se puede hablar de nanotubos de pared simple
(SWNT) o nanotubos de pared multiple (MWNT).
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SWNT MWNT

Figura 1.9. Nanotubos de carbono [87].

La superficie exterior de los nanotubos se puede modificar, lo que
permite mejorar la estabilidad en medio acuoso o bien enlazar de forma
covalente un farmaco o molécula directora [88-89]. Otra posibilidad que
ofrece la funcionalizacién de la cubierta de los nanotubos es el anclaje de
liposomas, y asi aumentar la cantidad de farmaco incorporada al sistema, ya
que los nanotubos por si solos tienen baja capacidad de carga [90]. También
se ha modificado el exterior para enlazar biomoléculas como ADN o
SiIARN. Ademaés los nanotubos de carbono son capaces de absorber las
emisiones en la franja del infrarrojo cercano, provocando el calentamiento
del medio a nivel local. Esta caracteristica posibilita su aplicacién en la
terapia fototérmica de tumores. Debido a su forma de aguja los nanotubos
pueden introducirse en el citosol perforando la pared celular sin causar dafio

aparente [87].

1.5.2. Vehiculos inorganicos

1.5.2.1. Nanoparticulas de oro

Debido a sus propiedades Opticas, quimicas y biologicas las
nanoparticulas de oro se han empleado en diferentes areas de interés clinico:
difusiéon de farmacos, terapia fototérmica, agentes de contraste, vacunacion
y difusion de biomoléculas como ADN o siARN [91-92].
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En el caso de la difusion de farmacos, las moléculas pueden unirse de
forma covalente a la nanoparticula o se puede incorporar mediante
adsorcion fisica. La superficie de las nanoparticulas puede modificarse
generalmente por tres motivos: i) en primer lugar para prevenir o disminuir
la captacion de las nanoparticulas por parte del SRE. ii) En segundo lugar,
incluir moléculas directoras o farmacos unidos de forma covalente. iii) Por
altimo, disminuir la agregacién de particulas [44]. La modificacion de la
superficie se puede realizar facilmente mediante la formacion de enlaces
oro-tiol u oro-amino en la superficie de las nanoparticulas.

Las nanoparticulas de oro pueden sintetizarse en una gran variedad de
tamafios de didmetro, desde los pocos nandmetros hasta unos 250 nm. El
tamafo junto a otros factores como la carga o funcionalizacién externa
influyen en la internalizacion celular de las particulas y su biodistribucion.
Por ejemplo, las nanoparticulas de 20 a 50 nm de didmetro se internalizan de
un modo maéas eficiente que el resto. Por otro lado, en estudios de
biodistribucion in vivo de nanoparticulas entre 10 y 100 nm. Las
nanoparticulas mas pequefias alcanzaron el interior del tumor con mayor
facilidad [93].

La irradiacion de este tipo de nanoparticulas genera un aumento en su
temperatura, lesionando los tejidos colindantes. Esto hace posible
emplearlas en terapia fotodinamica contra el cancer [94]. Ademas, se puede
emplear como un estimulo externo para la liberacion controlada de farmacos
[45].

Recientemente se ha investigado sobre la toxicidad de este tipo de
particulas. Cuando son administradas de forma intravenosa, la mayoria
acaban en el higado o en el bazo. En menor medida también alcanzan otros

tejidos como pulmones y rifiones, ademas de tumor. Si el tamafio es inferior
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a 20 nm las nanoparticulas de oro pueden atravesar la barrera

hematoencefalica [95].

R AR

Figura 1.10. Nanoparticulas de oro con geometria variada [96].

1.5.2.2. Redes 6rgano-metalicas (MOFs)

Los MOFs son compuestos formados por iones metalicos que se
coordinan con ligandos organicos formando estructuras cristalinas.
Inicialmente propuestos para aplicaciones biomédicas por el grupo de
Vallet-Regi [97], los metales empleados suelen ser Ca, Mg, Zn y Fe debido
a su baja toxicidad [98].

Los MOFs destacan por su elevada capacidad de carga, hasta un 70%
en peso. probablemente debido a la gran area superficial que presentan estos
materiales y a las interacciones que puede tener el farmaco con los iones

metalicos que actlan como acidos de Lewis [99].
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Figura 1.11. Esquema de la formacién de un MOF y su aplicacion para la difusién
de farmacos [99].

Estos materiales también se han empleado para el transporte de gases
transmisores. Estos gases son moléculas sefalizadoras que son
completamente permeables a la membrana celular. Entre ellos se encuentra
NO, H,S y CO [100]. Se ha testado la toxicidad de algunos de estos
materiales en cultivos celulares demostrando una baja toxicidad. Por otro
lado, los ensayos de biodristribucién llevados a cabo indican una elevada
acumulacién en bazo e higado. Los MOFs también se pueden emplear como
agentes de contraste en resonancia magnética nuclear. En concreto se han
aplicado compuestos con Gd Il [99]. Finalmente se han utilizado este tipo
de materiales con una doble finalidad, incluyendo Fe (Ill) en la estructura
para la su uso en imagen diagndstica y conteniendo a su vez diferentes
principios activos entre los que se encuentran antineoplésicos Yy

antiretrovirales [101].

1.5.2.3. Nanoparticulas de silice

Los materiales de silice mesoporosa como MCM-41, SBA-15 y MCM-
48 presentan una estructura llena de canales vacios (mesoporos) en los
cuales se puede almacenar una cantidad considerable de farmacos. Este tipo

de materiales presentan buenas caracteristicas como vehiculos de farmacos
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y biomoléculas. Su érea superficial elevada (900 m?g) posibilita la
adsorciéon de moléculas en superficie. Ademas al tener un gran tamafio de
poro (0,9 cm®g) la cantidad de farmaco almacenada es elevada. La
posibilidad de modificar su tamafio entre 2-10 nm se puede emplear para
controlar la carga y liberacion del farmaco. Por ultimo, se puede modificar
la superficie de estos materiales con diferentes grupos mediante co-
condensacion en la propia sintesis del material o bien post-sintesis,
mejorando el control sobre la carga y liberacion del farmaco [102].

Un método para obtener una liberacion controlada de farmacos a partir
de estos materiales consiste en obturar los canales. Para ello, se han
empleado otras nanoparticulas de un tamafio similar al poro, moléculas y
macromoléculas organicas. Mediante la aplicacion de determinados
estimulos los canales se destapan y su contenido difunde al exterior [103].

Otro método empleado en la incorporacion de farmacos a materiales de
silice consiste en la union covalente de la molécula al material
funcionalizado con grupos reactivos. La unidon covalente hace que el
farmaco se libere Unicamente mediante la aplicacién de determinados
estimulos o la accion de enzimas. De esta forma se evita la liberacion del
farmaco en entornos diferentes a su diana terapéutica [104-105].

Numerosos estudios han demostrado que las nanoparticulas de silice
son susceptibles a endocitosis por parte de gran variedad de lineas celulares
cancerigenas. También se han empleado en la difusién de farmacos, genes,
proteinas, neurotransmisores y otras moléculas biologicas [102]. Existen un
gran numero de publicaciones en las que se emplean nanomateriales basados
en silice. Cabe destacar los estudios realizado por Vallet-Regi et al. sobre
las aplicaciones de estos materiales en diferentes campos, remarcando la

influencia del tamafio de poro y la funcionalizacion de materiales de silice
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en la liberacion de farmacos [106-107], y analizando los mecanismos de

liberacion selectivos [108].

. Enupsulddo

Figura 1.12. Esquema de liberacion de fluoresceina a partir de nanoparticulas de

silice mesoporosa [108].

También cabe destacar las investigaciones llevadas a cabo por Zink et
al. en las que se aplica nanoparticulas de silice mesoporosa (MSN) como
agentes terapéuticos en el tratamiento del céancer. Ha disefiado
nanoparticulas funcionalizadas con grupos fosfonato para evitar la
agregacion del material y conseguir que se presenten en forma
monodispersa en disoluciones acuosas. La CPT se incorpora en el interior
de los canales mediante interacciones intermoleculares [43, 109]. También
ha empleado materiales de silice para la liberacion controlada de moléculas
mediante cambios de pH [109-110]. Ademas, ha demostrado con gran éxito
la eficacia antitumoral in vivo de MSN con folato en su superficie y CPT en
los canales de la estructura [48]. Por ultimo, se ha empleado estos materiales
para en transporte de sSiARN [37, 111].
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Figura 1.13. Imégenes de microscopia electronica de transmision (TEM) de MSN
con cubierta de PEI. Las flechas indican que el interior del poro queda accesible

para la incorporacion del farmaco y siARN [37].

Asimismo, cabe remarcar la extensa investigacion realizada por Lin et
al. con MSN para la liberacion de moléculas terapéuticas mediante
estimulos redox [104, 112-113]. Igualmente, este grupo ha llevado a cabo
estudios sobre la influencia de la morfologia de las nanoparticulas en el
proceso de endocitosis [114], asi como el transporte de biomoléculas como

proteinas y ADN al interior celular [42, 115].

@ Molécula hospedada O Compuerta g Enlace disulfuro

Figura 1.14. Nanoparticula de silice mesoporosa con mecanismo de liberacion de

la carga por reduccion de enlaces disulfuro [112].
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a) Rutas sintéticas para la obtencion de nanoparticulas de silice

Sintesis sol-gel

Sol-gel es un término genérico que engloba una diversidad de técnicas,
cuyo objetivo es alcanzar materiales de gran pureza y alta homogeneidad a
escala molecular [116]. EI método consta de cuatro etapas: en primer lugar
se desarrolla una disolucion coloidal de los precursores, es decir una
suspension estable. Seguidamente se produce la gelificacion de la disolucion
coloidal mediante diversas técnicas de coagulacion-floculacién de los
coloides: envejecimiento, cambios de concentracion o adicién de un
electrolito desestabilizante. Mas tarde se produce el secado del gel (xerogel)
y por ultimo se procede a la calcinacion del xerogel.

El objetivo de esta técnica es desarrollar materiales a partir de unidades
discretas que permanecen dispersas en un liquido (sol), hasta alcanzar una
red tridimensional solida que se extiende por toda la matriz liquida (gel).

El proceso de obtencidén del gel se puede dividir en cinco etapas
diferentes:  hidrdlisis, polimerizacion, nucleacion, crecimiento vy
aglomeracion. En la etapa de hidrolisis-polimerizacion se formula el tamafio
de las “particulas primarias” del solido, conformadas por cadenas quimicas
polinucleares de los cationes unidos por puentes quimicos obteniendo un gel

coloidal acuoso.

Hidrdlisis Si(OR)s + 4 H,0 <> Si(OH) 4 + 4 ROH

Condensacion  Si(OH)4 + Si(OH)4 <> (OH)3SiOSi(OH)3 + H,O
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En la fase de nucleacion-crecimiento se disefia el tamafio de particula y
la distribucion de tamafios del sélido neoformado. En general, los procesos
sol-gel tienen un proceso de nucleacion homogéneo que permiten un buen
conformado de la particula y una distribucion monodispersa. Ademas, se
puede controlar el crecimiento de la particula con el fin de disefiar su forma.
Por Gltimo, en la etapa de aglomeracion de las particulas se disefia la
estructura del sélido final. En esta fase se retnen las particulas de forma
ordenada (gel) o desordenada (precipitado).

Las ventajas de este tipo de sintesis son las bajas temperaturas
necesarias y la alta homogeneidad de las disoluciones de partida. También
permiten disefiar el tamafo, distribucion y forma de las particulas
sintetizadas, asi como el tamafio y distribucion de poro de los materiales
obtenidos. Es posible controlar el crecimiento de esferas de silice de tamafio
uniforme mediante la hidrolisis de los alquilsilicatos y la posterior
condensacion del acido silicico en disoluciones alcoholicas. Para ello se

emplea amoniaco como catalizador y se obtienen particulas entre 50 y 2000

nm de diametro en funcién de la cantidad de base empleada [117]. También

es posible controlar la estructura de los materiales. Por ejemplo, en el caso
de los materiales mesoporosos, al afiadir cantidades crecientes de alcoholes
como metanol, etanol o propanol a la mezcla de sintesis, se produce una
transicion de mesofase. Cuando se afiaden pequefias cantidades de alcohol,
las moléculas se encuentran el en interior de las micelas, actuando como
cosurfactantes. Esto hace que se favorezca una transicion de fase de MCM-
41 a MCM-48, hasta llegar a fase lamelar. Si la adicion de alcohol aumenta,
este actia como cosolvente, decreciendo la polaridad de la disolucién. De
este modo se forman particulas esféricas con estructura hexagonal compacta
[118].
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Por otro lado, los inconvenientes de este método son el elevado coste
del proceso y la debilidad mecanica del gel himedo, que genera problemas
en el procesado cuando se trata de produccion industrial [119].

Sintesis biomimética

Este caso se inspira en organismos marinos como esponjas o diatomeas
capaces de generar estructuras siliceas. Se trata de un caso particular del
proceso sol-gel en el que las reacciones de hidrélisis y condensacion se
realizan a pH neutro y temperatura ambiente [120]. Ademas, existe la
posibilidad de emplear agentes directores de estructura organicos (OSDA)
de origen natural. Estos pueden ser anionicos como el colato sédico o bien
no ionicos como los alquilmaltésidos. Mediante esta técnica se pueden
obtener materiales biocompatibles y biodegradables para la liberaciéon de
farmacos [121-122].

Figura 1.15. Representacion esquematica de la sintesis biomimética. 1)
Incorporacion del farmaco. 2) Condensacion de la silice en la superficie de la

micela. 3) Evaporacion del disolvente [121].
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Sintesis core-shell
Este tipo de sintesis genera un material en el cual existen dos partes
diferenciadas. La particula estd formada por un nucleo (core) cubierto por

una corteza (shell).

Corteza

~<= Nucleo

Figura 1.16. Esquema de nanoparticula core-shell [123].

Esta técnica se ha empleado frecuentemente para la produccion de
materiales con nucleo de silice y corteza metalica. Se obtienen depositando
un recubrimiento metalico sobre nanoparticulas de silice. Para que esto se
produzca, es necesario funcionalizar la superficie con grupos
aminopropilsilano o mercaptopropilsilano, para generar interacciones con
las especies metélicas. Este tipo de material se puede sintetizar de diferentes
formas: i) por deposicion de nanoparticulas metalicas en la superficie, ii) por
reduccion de especies metalicas en disolucion, iii) aplicacion de
ultrasonidos. Los metales mas utilizados en este tipo de recubrimientos son
el oroy la plata [124].

También es posible efectuar un recubrimiento de nanoparticulas
metalicas con silice. En el caso de particular de las nanoparticulas de oro y,
a diferencia de otras nanoparticulas de metales, la parte externa de las
nanoparticulas de oro es vitreofébica. Por ello, al igual que en el ejemplo
anterior, es necesario afiadir un silano que recubra la particula para generar
una superficie vitreofilica en la que pueda generarse una capa de silice
[125].
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Figura 1.17. Esquema de sintesis de nanoparticulas oro-silice (Au@SiO,) [125].

Sintesis pseudomorfica

Este tipo de transformacion se corresponde con la definicién de
pseudomorfismo empleada en mineralogia: “La existencia de una especie
mineral con la forma cristalina externa de otra”. Este procedimiento se ha
aplicado para la obtencion de diferentes materiales mesoporosos. Por
ejemplo, para la obtencion de MCM-41 a partir de particulas de silice
amorfa mediante tratamiento basico en presencia de bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB). En esta sintesis el material MCM-41 se forma
debido a la disolucion de las particulas de silice amorfa, que actian como
fuente de silicio para formar la nueva fase [126]. También se ha obtenido el

material MCM-48 empleando esta técnica a través de diferentes transiciones
de fase [127].

EISHREpiRCl Ih:  MCM-41 2h30:MCM-48 4h: MCM-48 24h; Laminar

Figura 1.18. Imagenes de microscopia electronica de barrido SEM [127].
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Mediante una modificacion de este método, nuestro grupo ha llevado a
cabo una transformacion pseudomorfica de la cubierta de silice en
materiales core-shell. De esta forma se modifican los parametros texturales
y estructurales de la corteza, ofreciendo un excelente soporte para diversas
aplicaciones [128-129].

Au@SiO,
TEOS TEOS
{NaoH] {3 [NaoH]
{}EtoH] $letoH]
00
(] O
AuSN ..'.

|

CTAB/NaOH/373 K I

Figura 1.19. Secuencia de la sintesis pseudomorfica de nanoparticulas de oro con

cubierta de silice mesoporosa [128-129].

b) Mecanismos de liberacion intracelular en nanofarmacos de silice
Como se ha comentado en la seccién 1.4, la incorporacion de
moléculas terapéuticas en sistemas nanoparticulados debe realizarse
mediante uniones que permitan la liberacion del principio activo
exclusivamente dentro de las células diana, lo que supone una “liberacion
cero” antes de que el nanofarmaco alcance tales células. Para ello, en el caso

de las particulas de silice se ha disefiado modelos de varios tipos. Entre
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estos, destacan los sistemas dependientes del pH, aquellos sensibles a la luz,

mecanismos redox Yy sistemas que interaccionan con enzimas intracelulares.

Sistemas dependientes del pH

Este tipo de sistemas ha sido empleado para la difusion intracelular de
farmacos debido a las diferencias de pH presentes entre tejido sano y tejido
tumoral [130]. Algunos tejidos patolégicos como el tejido tumoral o
inflamatorio tienen un pH ligeramente inferior al fisioldgico (pH 7,4). Los
lisosomas y endosomas celulares también presentan un pH ligeramente
acido [131]. Por ello es posible disefiar sistemas para la difusion de
farmacos cuyo estimulo para la liberaciéon sea un pH moderadamente &cido,
evitando asi su accion en tejidos fisiologicos.

En el ejemplo mostrado, se emplea el material mesoporoso SBA-15
funcionalizado con grupos carboxilato. En medio neutro o basico los grupos
carboxilato  interaccionan con los cationes de cloruro de
polidialildimetilamonio (PDDA), atrapando el farmaco (vancomicina) en el
interior de los canales. En medio acido ya no se produce la interaccion

anterior y la vancomicina se libera.

7 |iberacion

WWQ = :%Sx 8C?OOH
-0
@ = Cation del PDDA = Vancomicina
Figura 1.20. Representacion de un sistema de liberacion basado en nanoparticulas

de silice sensible al pH &cido [132].
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Sistemas dependientes de mecanismos redox

La presencia de diferentes reductores en el citoplasma de las células
eucariotas como nicotinamida adenina dinucleétido (NADH), é&cido
dihidrolipoico (DHLA) o glutation (GSH) posibilitan la liberacion de
farmacos mediante un mecanismo de oxidacion-reduccion, generalmente
basado en la reduccion de la union entre el farmaco y el soporte, liberando
la molécula en el citosol o en diferentes organulos.

El primero de estos sistemas fue propuesto por Lin et al. [100]. En este
caso, se obturan los canales del material mesoporoso tipo MCM-41 con
nanoparticulas de CdS. Las nanoparticulas que bloquean la salida del canal
estan unidas por puentes disulfuro. Al afiadir una sustancia reductora, las
nanoparticulas de CdS se desprenden y el farmaco es liberado desde el

interior de los canales [113].

Farmaco

Figura 1.21. Representacion esquematica de la liberacién de farmaco desde una

matriz de silice mesoporosa mediante un estimulo reductor [113].

Sistemas fotosensibles
En los comienzos de la década pasada se presentaron varios sistemas
de silice mesoporosa tipo MCM-41 capaces de liberar el contenido de sus

canales irradiando el material. Estos materiales presentas “puertas
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moleculares” en la boca de los poros que pueden abrirse o cerrarse
aplicando longitudes de onda determinadas. No obstante, tratdndose de
sistemas sensibles a la radiacion UV, su aplicacion clinica esta limitada por
el posible dafio causado por este tipo de radiaciones en tejidos [133-135]. En
la figura 1.22 se expone uno de estos sistemas basados en la incorporacion

de grupos 7-[3-(trietoxisilil)propoxi]cumarina (7-TESPC).

~2.62 nm

<R.~1.3nm l@ Irradiacion =[]
0 (AL —o\ ) )
e > >310 nm N, U e
O > W'\/ T Q@ ﬁ(rﬁ"‘if__
Vs Qq &/
ggkﬂ < — "};\/x X
7]
LR 250-260 nm # S
A 7\ Dimero de
{* «— 7-TESPC cumarina
Liberacion Almacenamiento

Figura 1.22. Representacion de un sistema de liberacion basado en nanoparticulas

de silice con puertas moleculares activadas por irradiacion UV [136].

Sistemas dependientes de la actividad enzimatica

Recientemente nuestro grupo ha presentado un nuevo sistema de
difusion de CPT basado en nanoparticulas amorfas de silice en el que la
liberacion de la molécula terapéutica depende de la accion de esterasas
intracelulares [137].

EDC/HOBT
CH,C1,/0 °C/30 min
i _—
/SI/O\ o DIPEA
o o—Si
\S/ o CH,Cly16 h
! /
No—si

Figura 1.23. Esquema de la incorporacion de Gly-CPT-TFA a nanoparticulas de

silice funcionalizadas con grupos carboxilo [137].
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También se han aplicado mecanismos de “puertas moleculares” en
materiales de silice mesoporosa basados en la accion de enzimas. Uno de
estos sistemas se caracteriza por presentar la superficie exterior de los poros
bloqueada por biopolimeros, que son degradados por la accién de la enzima
-D-galactosidasa, permitiendo la difusion del farmaco desde el interior del

canal mesoporoso [138-139].

Enzima

o | o
= m:]‘/j’m-‘m O, OH
e y oo
-0 oH OH
L n

Figura 1.24. Esquema de un sistema de liberacién basado en nanoparticulas de

silice sensible a la accion de enzimas [140].

Otra modalidad de estos sistemas es la presentada por Corma et al. En
este ejemplo se aplica una cubierta organica-inorganica sobre liposomas
cargados con doxorubicina. EIl fragmento organico contiene un enlace éster
susceptible a la accion de esterasas. Tras la ruptura de este enlace se libera

el liposoma y posteriormente su carga [141]
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Fragmento Farmaco
inorganico encapsulado
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\
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Figura 1.25. Representacion artistica de liposomas con una cubierta organica-

inorgénica sensible a la accion de esterasas [141].

¢) Limitaciones para su uso terapéutico

La toxicidad in vitro de las nanoparticulas de silice se ha estudiado en
cultivos celulares fundamentalmente mediante ensayos de viabilidad celular
MTT. A concentraciones inferiores a 100 ug/ml las nanoparticulas de silice
mesoporosa no producen citotoxicidad en una gran variedad de lineas
celulares [28]. La toxicidad producida por las particulas de silice se debe a
tres mecanismos: i) en primer lugar a la produccion de especies de oxigeno
reactivo (ROS) por los defectos de superficie e impurezas. ii) En segundo
lugar, a la desnaturalizacion de proteinas y iii) a la alteracion de la
membrana celular. Estos efectos citotoxicos podrian mitigarse con la
modificacion de la superficie de las nanoparticulas [137, 142].

La toxicidad depende del tamafio de particula, de manera que para una

misma cantidad de silice incorporada las nanoparticulas de mayor tamafio
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(400 nm) presentan una toxicidad menor que las nanoparticulas mas
pequefias (20 nm) [143]. Esto se debe a que, para una misma cantidad de
silice, las particulas de mayor tamafio disponen de un menor area superficial
con la que interaccionar con los tejidos.

Ademas, otros parametros como la hidrofobicidad y la carga
superficial también influyen en la biocompatibilidad de los materiales. Las
nanoparticulas hidréfobas suelen poseer tiempos de vida media cortos ya
que son captadas rapidamente por el SRE. Aungue este hecho puede limitar
la aplicacion de las particulas de silice como vehiculos de farmacos, algunas
aplicaciones se basan en la captacion rapida por parte de los macrofagos y
su transporte a nodulos linfaticos o tejidos inflamados. Este puede ser el
caso de algunos agentes de contraste [142]. Por otro lado, las particulas que
presentan cierta carga superficial tienden a adsorber proteinas séricas. Esto
puede afectar a su biodistribucién, generar repuesta inmunitaria y
desestabilizar membranas celulares y proteinas. Esto resulta especialmente
patente en el caso de particulas con carga positiva [30].

La biodistribucion de las nanoparticulas de silice depende en gran
medida de su tamafio y de la funcionalizacion. Las nanoparticulas de silice
funcionalizadas con PEG poseen unos tiempos de aclarado plasmatico
mayores. A su vez, presentan menor acumulacion hepatica debido a un
menor reconocimiento por parte de SER [144]. En el caso de nanoparticulas
pegiladas de menor tamafio (6-10 nm), se favorece la excrecion renal, si
bien también hay retencidn en bazo e higado [145]. En algunos casos, tras la
inyeccion de nanoparticulas se producen ligeros cambios en los parametros
hemodinamicos en ratones. La acumulacién se produce tanto en higado
como en rifidén y pulmones, indicando excrecion renal y hepatobiliar [146].
En el caso de nanoparticulas de 20 nm el 75 % de las nanoparticulas

42



Capitulo 1 | Introduccién

inyectadas se acumulan en higado y bazo para una dosis de 2 mg/kg. Estas
se eliminan completamente tras 15 dias por via hepatobiliar sin causar
ningun efecto toxico apreciable [147].

Cuando el tamafio de las nanoparticulas aumenta (50-100 nm) el
higado es el 6rgano que mas particulas acumula. Aparecen en vesiculas
intracelulares de células de Kuffer. La mayoria aparecen en el citoplasma y
algunas cercanas al nucleo. Otros érganos como pulmones y bazo también
acumulan una cantidad considerable de nanoparticulas [137, 148].

No obstante, la incorporacion de moléculas directoras a células
cancerosas en la superficie de las particulas, concretamente &cido félico,
favorece la acumulacion de las mismas en el tumor respecto del resto de
organos, sefialando una endocitosis mediada por receptores de acido folico
[28].

La acumulacion hepética de las nanoparticulas de silice es uno de las
grandes barreras actuales para su utilizacién en la préctica clinica. Aunque
los macrofagos pueden fagocitar y metabolizar gran cantidad de agentes
exogenos, las nanoparticulas de silice pueden resistir debido a su estabilidad
quimica. El estudio histoldgico de las muestras hepéticas evidenciaron
varios cambios patoldgicos, infiltracion linfocitaria en la zona portal y
hepatocitos necrosados en la triada portal. Si bien las nanoparticulas de
silice no son endocitadas por hepatocitos in vivo, la necrosis hepatica puede
deberse a la respuesta inflamatoria y a las citoquinas liberadas por los
macrofagos activados [16]. En este caso, la magnitud de la toxicidad
generada por las nanoparticulas puede deberse a la elevada cantidad

suministrada por via intravenosa (10 mg/kg).
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2. Objetivos

Como se ha comentado, el uso de farmacos antineoplasicos como la
camptotecina conlleva gran cantidad de inconvenientes, debido a su elevada
toxicidad y caracter hidréfobo, lo que la hace insoluble en medio
fisiologico. Sin embargo, la incorporacion de este principio activo sobre una
nanoparticula biocompatible y estable en medio fisioldgico, permitiria su
administracion sistémica con minimos efectos secundarios. En este sentido,
las nanoparticulas de silice han demostrado gran robustez en fluidos
fisiolégicos, muy baja toxicidad incluso a dosis elevadas, y escasa
acumulacién en tejidos a medio plazo, pudiendo ser excretadas
fundamentalmente por vias renal y hepatica. Es por ello que, el objetivo
primordial de la presente tesis es desarrollar modelos farmacol6gicos
basados en nanoparticulas de silice y camptotecina, estables en el organismo
y capaces de llevar a cabo la terapéutica anticancerigena con efectividad al
menos equivalente a la del farmaco libre, pero suprimiendo los efectos
secundarios asociados a su utilizacion via sistémica. A tal fin se
desarrollaran nanomateriales de silice por técnicas sol-gel con diferente
estructura y morfologia, sobre los que se incorporara por enlace covalente la
camptotecina. Los nanofarmacos sintetizados deberan ser estables en medio
bioldgico, evitando asi posibles efectos toxicos derivados de la degradacién
prematura del material. A su vez, el principio activo se liberara, Unica y
exclusivamente, mediante aplicacion de estimulos intracelulares, impidiendo
de esta forma la liberacion del farmaco en entornos extracelulares, lo que
daria lugar a efectos indeseados. Asimismo, se validara la actividad
antineoplasica de los diferentes nanofarmacos en modelos in vitro e in vivo,

con el fin de establecer su posible utilizacion en terapéutica del cancer.
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Para alcanzar este objetivo global, se plantean los siguientes objetivos
cientificos especificos:

1) Sintesis de nanofarmacos basados en silice y camptotecina: se
prepararan diversos soportes inorganicos (nanoparticulas de silice amorfa
porosa, nanoparticulas de silice estructurada mesoporosa y nanoparticulas
hibridas de tipo core-shell) y se modificard su superficie con diversos
grupos organicos que permitan el anclaje de la camptotecina por enlace
covalente. Esta se incorporara en forma de un profarmaco dotado con
grupos funcionales sensibles a estimulos intracelulares. Para la realizacion
del presente estudio se ha recurrido a dos tipos de sistemas:

a. Sistemas sensibles a enzimas intracelulares, concretamente a
carboxilasas, en los que la camptotecina se une al soporte inorganico
mediante enlace éster.

b. Sistemas sensible a reductores intracelular, como el glutation, en los
que la camptotecina se une a la nanoparticula de silice mediante un
puente disulfuro.

En ambos casos, el resultado de la actividad intracelular sobre el

nanofarmaco permitira la liberacion de la forma activa de la camptotecina.

2) Determinacion de la estabilidad de los nanofarmacos y liberacién de
camptotecina: para valorar la estabilidad de los nanofarmacos en medio
biolégico y el proceso de liberacion del principio activo se llevaran a cabo
ensayos en una solucion fisioldgica (PBS) y en suero humano, y se aplicaran
diversos modelos cinéticos, estableciendo los parametros fisico-quimicos
que gobiernan la liberacion del farmaco.

3) Evaluaciéon de la citotoxicidad de los nanofarmacos in vitro: se
llevara a cabo mediante ensayos sobre diversas lineas celulares comerciales,

comparado su actividad con la del farmaco libre.
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4) Validacion in vivo de los nuevos preparados farmacologicos: se
estudiard la biodistribucion, tolerabilidad y eficacia terapéutica en un
modelo experimental de xenoinjerto de cancer colorectal humano en raton.
Dada la complejidad de este estudio, se llevara sobre un tipo de
nanofarmaco seleccionado entre aquellos presenten mayor potencial
terapéutico en base a los estudios in vitro.

Finalmente, como objetivo académico, mediante la realizacion de esta
tesis y su presentacion se pretende obtener el titulo de Doctor, bajo el

programa de Quimica Organica en la industria quimico-farmacéutica.
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3. Procedimiento experimental

3.1. Materiales, lineas celulares y animales de laboratorio

3.1.1. Reactivos quimicos

Todos los reactivos empleados presentaban un grado de pureza de

sintesis o superior. Los reactivos utilizados en esta tesis para las distintas

etapas de sintesis, ensayos de liberacion y experimentos in vivo-in vitro han

sido los siguientes:

(3-aminopropil)trietoxisilano (APTES) (Sigma-Aldrich)
(3-cianopropil)triclorosilano (Sigma-Aldrich)
4-(dimetilamino)piridina (DMAP) (Sigma-Aldrich)
2,2’-ditiodipiridina (Aldrithiol™) (Sigma-Aldrich)
1,4-fenilendiamina (Fluka)

1-hidroxibenzotriazol (HOBT) (Sigma-Aldrich)
4-mercapto-1-butanol (Sigma-Aldrich)
2-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich)

2-mercaptopiridina (Sigma-Aldrich)
3-mercapto-1-propanol (Sigma-Aldrich)
(3-mercaptopropil)trimetoxisilano (Sigma-Aldrich)
1,3,5-trimetilbenzeno (TMB) (Sigma-Aldrich)

Acido clorhidrico (HCI) (Sigma-Aldrich)

Acido nitrico (Sigma-Aldrich)

Acido sulfurico (Sigma-Aldrich)

Acido trifluoroacético (TFA) (Sigma-Aldrich)

Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) (Sigma-Aldrich)
(S)-(+)-Camptotecina (CPT) (Sigma-Aldrich)
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Ciclohexano (Sigma-Aldrich)

Cloruro de metoxicarbonilsulfenilo (Sigma-Aldrich)
Cloruro sédico (Scharlab)

Disolucion de hidréxido sédico 0,9999 N (Sigma-Aldrich)
Ditiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich)

Fluorocarbono (FC-4, Yick-Vik)

Hexanol (Sigma-Aldrich)

Hidréxido amonico 28-30 % (Sigma-Aldrich)
N-(dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida clorhidrato (EDCi) (Sigma-
Aldrich)

N-(tertbutoxicarbonil)glicina (t-boc-glicina) (Fluka)
N,N’-diisopropilcarbodiimida (DPIC) (Sigma-Aldrich)
N,N’-diisopropiletilamina (DIPEA) (Sigma-Aldrich)
Nanoparticulas de silice amorfa 5-15 nm (SNP) (Sigma-Aldrich)
Perdxido de hidrogeno 30 % (p/p) (Sigma-Aldrich)
Pluronic F127 (Sigma-Aldrich)

Polietilenglicol MeO-PEG4-mal (358 Dalton) (Iris Biotech)
Sulfato de magnesio anhidro (Scharlab)

Tampdn fosfato salino (PBS) (Sigma-Aldrich)
Tetraetilortosilicato (TEOS) (Merk)

Trifosgeno (Sigma-Aldrich)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich)

Triton X-114 (Sigma-Aldrich)
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Disolventes

Acetonitrilo HPLC (Scharlab)

Agua Milli-Q (se obtiene mediante un equipo Milli-Q Academic equipado
con un cartucho Quantum Ex de Millipore)

Ciclohexano (Sigma-Aldrich)

Diclorometano (DCM) anhidro (Sigma-Aldrich) tratado en un equipo SPS-
800 (MBraun).

Dietil éter pureza para sintesis (Scharlab)

Dimetilsulfoxido (DMSO) HPLC (Scharlab)

Dimetilsulfoxido (DMSO) pureza para sintesis (Scharlab)

Etanol anhidro (Sigma-Aldrich)

Hexanol (Sigma-Aldrich)

Metanol HPLC (Scharlab)

Tolueno anhidro (Sigma-Aldrich) tratado en un equipo SPS-800 (MBraun).
Tolueno pureza para sintesis (Scharlab)

Ensayos in vitro-in vivo

Acido tricloroacético (TCA) (Sigma-Aldrich)

Bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT)
(Sigma-Aldrich)

Butionina sulfoximina (BSO) (Sigma-Aldrich)

Geneticina (Invitrogen)

Isoflurano 3 % (Abbott)

Lipofectamina 2000 (Invitrogen)

Medio de cultivo DMEM (Lonza)

Medio de cultivo RPMI 1640 (Lonza)

Medio lisante Cellytic-MT ™ (Sigma-Aldrich)

Preparado de penicilina/gentamicina (100 ug/ml) (Invitrogen)
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Ratones atimicos desnudos Foxnl (nu/nu) (Harlan)
Ribonucleasa A (RNase A) (Merk)

Suero bovino fetal (Lonza)

Suero humano (Sigma-Aldrich)

Tripsina-EDTA 0,25% (Sigma-Aldrich)

Vector pcDNA3.1 (Invitrogen)

Fluorocromos y compuestos para tincion celular

Azul Tripan (Sigma-Aldrich)

Cy 5.5 éster de N-hidroxisuccinimida (Cy5.5-NHS) (GE Healthcare)
Cy 5.5 maleimida (Cy5.5-MAL) (GE Healthcare)

DAPI (Vector Laboratories)

D-luciferina (Promega Biotech)

DRAQS5 (Biostatus)

loduro de propidio (Sigma-Aldrich)

Isotiocianato de tetrametil rodamina (TRIC) (Sigma-Aldrich)

Lysotracker Green (Invitrogen)

3.1.2. Lineas celulares

Se emplearon cinco lineas celulares diferentes: HeLa S3 (carcinoma de
cérvix), UB7TMG (glioblastoma), HCT-116 (carcinoma de colon) y HT-29

(carcinoma de colon) de la coleccion americana de cultivos tipo (Rockville,

Meriland). Las células HT-29.Fluc corresponden a una variante de la linea

células HT-29 que sobreexpresa el gen luciferasa. Este gen permite la

monitorizacion del crecimiento de tumor en experimentos in vivo. Esta linea

celular modificada genéticamente fue proporcionada por el Dr.Simo
Schwartz (Institut de Recerca del Hospital Vall d’Hebron VHIR). Se obtuvo
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mediante la transfeccion del vector pc DNA3.1 que contiene el gen

luciferasa usando lipofectamina 2000.

3.1.3. Medios de cultivos celulares

Se empled medio de cultivo RPMI 1640 para HeLa, HCT-116 y HT-
29. Por otro lado, las células U87-MG se cultivaron con medio DMEM. Los
medios se enriquecieron con 9 % de suero bovino fetal y un 1 % de un
preparado de penicilina/gentamicina (100 pg/ml) para evitar contaminacion
bacteriana. Las células HT-29 transfectadas se cultivaron en medio RPMI

1640 con 500 pg/ml de geneticina.

3.1.4. Animales de laboratorio

En los experimentos in vivo se emplearon hembras de ratones atimicos
desnudos entre las 5 y 6 semanas de edad. Los animales se mantuvieron
protegidos frente a agentes patdgenos y se manipularon bajo el codigo de
buenas practicas de laboratorio del Hospital Universitari Vall d’Hebron. A
su vez, el comité de ética para la experimentacion animal de la institucion

aprobd los procedimientos experimentales.

3.2. Sintesis de nanofarmacos de camptotecina

3.2.1. Sistemas de liberacion sensibles a esterasas intracelulares

3.2.1.1. Sintesis del profarmaco 20-O-trifluoroglicilcamptotecina
(Gly-CPT-TFA)
En un matraz de 50 ml con un iméan agitador se introdujeron 115 mg de

t-boc-glicina (0,66 mmol). A continuacién, se inyectaron 10 ml de DCM
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anhidro. Se afiadieron 80 ul de DPIC (0,52 mmol) y 50 mg de DMAP (0,41
mmol) y se mantuvo la disolucion en agitacion durante 30 min a 0 °C.
Transcurrido ese tiempo se afiadieron 160 mg de CPT (0,46 mmol) y se dejo
alcanzar temperatura ambiente en agitacion durante 16 h. A continuacion se
adicionaron otros 40 ml de DCM vy se neutralizé empleando una disolucion
HCI 0,1 M. Seguidamente se lavo la muestra con salmuera. La fase organica
se separ0, se secd con sulfato de magnesio anhidro y se eliming el
disolvente a vacio, obteniendo un sélido blanco. Se disolvié en la minima
cantidad de metanol caliente y se mantuvo a 4 °C durante 72 h. El sélido,
una vez recristalizado se filtré y se afiadieron 0,5 ml de DCM y 0,5 ml de
TFA. Tras 30 min se elimind el disolvente y el &cido a vacio, obteniendo un
solido blanco. Este se disolvi6 en la minima cantidad de metanol caliente, se
afiadieron dos volumenes de dietiléter y se mantuvo a 4 °C. Transcurridas 24

h se filtro y se obtuvieron 145 mg de un sélido blanquecino (Gly-CPT-TFA)
[1].

3.2.1.2. Sintesis de nanomateriales

Nanoparticulas de silice mesoporosa tipo MCM-41 (MSN)

En un matraz de un litro con iméan agitador se introdujeron 476,5
ml de agua Milli-Q y 7 ml de una disolucion 0,9999 N de NaOH. A
continuacion se afiadio 1,00 g de CTAB vy se dejo en agitacion durante
10 min. Se comprobo el pH de la disolucion, que debe situarse en torno
a 12 unidades. Seguidamente, se calento la disolucion a 80 °C y se
afiadieron 5,0 ml de TEOS. Se obtuvo un gel con la siguiente
composiciéon molar (TEOS/CTAB/NaOH/H,O 1:1,05:2,73:10492).

Transcurridas dos horas el matraz se introdujo en un bafio de hielo
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durante 15 min antes de filtrar. El sélido se lavd con abundante agua y
metanol. A continuacion, el material se sec6 a 100 °C durante 16 h. La
muestra se calcind a 540 °C durante 7 h empleando un flujo de nitrégeno de
100 ml/min minuto durante la primera hora, seguido de un flujo de aire con

el mismo caudal durante 6 h [2].

Nanoparticulas de silice mesoporosa de poro ultragrande (FSN)

En un matraz de 100 ml se afiadieron 0,27 g de F127 y 0,7 g de FC-4,
y se disolvieron con 30 ml de una disolucion acuosa de HCI (0,02 M). A
continuacion se introdujeron 0,20 g de TMB. La mezcla se agité a 15 °C
durante 2 h. Seguidamente se afiadieron 1,50 g de TEOS vy la disolucién se
agitd durante 24 h entre 5 y 15 °C. Se formd un gel con la siguiente
composicién molar (TEOS/F127/TMB/FC-4/HCI/H,O 1:0,0028:0,24:0,12:
0,08:232). El precipitado y la disolucion se situaron en un autoclave de
teflon y se aplico un tratamiento hidrotermal (100-150 °C) durante 24 h. El
solido obtenido se filtr6 y se lavd con abundante agua y metanol. La
eliminacion de los agentes directores de estructura se realiz6 empleado un
método de digestion en microondas [3]. El sélido (0,4 g) se introdujo en un
autoclave de teflén junto a 6 ml de acido nitrico (15 M) y 4 ml de agua
oxigenada 30 % (p/p). La mezcla se traté en un horno microondas MARS-5
a 800 W, 2245 MHz y 220 V. La temperatura maxima (150 °C) se mantuvo
durante 2 min. EIl sélido se filtrd y se lavé con abundante agua y metanol.
Finalmente se seco a vacio y temperatura ambiente durante 16 h [4].

3.2.1.3. Incorporacion de camptotecina a los nanomateriales
La CPT se incorpor6 en forma de Gly-CPT-TFA sobre nanoparticulas

funcionalizadas con grupos carboxilato mediante la formacion de un enlace
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amida. Este procedimiento se aplico empleando un rango de
concentraciones comprendido entre 25 y 500 umol Gly-CPT-TFA/g. A
continuacion se detalla el proceso utilizando una concentracién de 250 umol
Gly-CPT-TFA/g. Para ello, en un matraz de 100 ml con un iman agitador se
introdujo 1,00 g de nanoparticulas y se deshidrataron a 350 °C en vacio
durante 3 h. A continuacion, se inyectaron 10 ml de tolueno anhidro y se
aumento la temperatura del bafio de silicona hasta alcanzar 120 °C.
Seguidamente, se incluyeron 78 uL de (3-cianopropil)triclorosilano (0,50
mmol) y se mantuvieron estas condiciones durante 16 h. El sélido obtenido
se filtro, se lavd con 50 ml de tolueno y 100 ml de metanol y se sec6 a vacio
durante 16 h. Una vez seco, el s6lido se dispers6 en 150 ml de &cido
sulfurico 60 % (v/v) y se calenté a 150 °C durante 3 h. Posteriormente, se
afiadieron 200 ml de agua desionizada y el material se filtrg, se lavé con 50
ml de tolueno y 100 ml de metanol y se sec6 a 60 °C a vacio durante 16 h.

Se introdujeron 500 mg de nanoparticulas secas en un bal6n de fondo
redondo con dos bocas y se inyectaron 10 ml de DCM. Se afiadieron 122 mg
de EDCi (0,64 mmol) y 130 mg de HOBT (0,96 mmol), se mantuvo a 0 °C
en agitacion. Transcurridos 30 min se adicionaron 65 mg de Gly-CPT-TFA
(0,125 mmol) y 87 uL de DIPEA (0,50 mmol). La reaccion se retiro del
bafio de hielo y se dejé alcanzar temperatura ambiente manteniendo la
agitacion durante 16 h. Transcurrido este tiempo se evaporo6 el disolvente a
vacio (50 torr). El solido obtenido se lavé con metanol y se centrifugd
sucesivas veces hasta ausencia total de Gly-CPT-TFA en el sobrenadante
(medido en el espectrofotometro de UV-Vis, Asgs), Y se liofilizo a -55 °C
durante 16 h.

Este procedimiento se aplic6 para los materiales MSN y FSN, asi

como a nanoparticulas de silice amorfa comercial (SNP), con un diametro
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medio de particula de 10 nm. Asi, los materiales obtenidos tras la
incorporacion de los grupos carboxilato se denominan SNP-COOH, MSN-
COOH y FSN-COOH, mientras que los correspondientes nanofarmacos de
CPT se designan como SNP-(CO)-CPT, MSN-(CO)-CPT y FSN-(CO)-CPT.

3.2.1.4. Funcionalizacion post-sintesis del nanofarmaco

Este tipo de procedimiento se aplico sobre el material SNP-(CO)-CPT
con la finalidad de facilitar su estabilidad y localizacion en los estudios in
vitro e in vivo. Para ello, se introdujeron 500 mg de nanoparticulas secas en
un balén de fondo redondo con dos bocas y se inyectaron 10 ml de DCM
anhidro. Se adicionaron 109 mg de EDCi (0,57 mmol) y 117 mg de HOBT
(0,87 mmol) y la reaccion se mantuvo a 0 °C en agitacion. Transcurridos 30
min se afiadieron 4,7 mg de 1,4-fenilendiamina (0,043 mmol) y 3 uL de
DIPEA (0,17 mmol). La reaccion se retird del bafio de hielo y se dejo
alcanzar temperatura ambiente manteniendo la agitacion durante 16 h.
Transcurrido este tiempo se evapord el disolvente a vacio (50 torr). El solido
obtenido se lavo con metanol y se liofilizé a -55 °C durante 16 h.

Se introdujeron 100 mg de nanoparticulas con 1,4-fenilediamina
incorporada en un bal6n de fondo redondo con dos bocas y se inyectaron 10
ml de DCM. Se afadieron 200 uL de una disolucion 1 mg/ml de Cy 5.5-
NHS en DMSO, una punta de espatula de EDCi y 1 uL de TEA. La reaccion
se retird del bafio de hielo y se dejo alcanzar temperatura ambiente
manteniendo la agitacion durante 24 h. Transcurrido este tiempo se evaporo
el disolvente a vacio (50 torr). El solido se lavé con metanol y se liofilizé a -
55 °C durante 16 h. EI material asi obtenido se denomina SNP-(CO)-Cy5.5.
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3.2.2. Sistemas de liberacion sensibles a reductores intracelulares

3.2.2.1. Sintesis de profarmacos de la camptotecina

Sintesis del piridilditioetil carbonato de camptotecina

Se afiadié 2-mercaptoetanol (500 uL, 7,1 mmol), gota a gota, a una
disolucion de 2-Aldrithiol™ (2,35 g, 21,4 mmol) en metanol purgado con
nitrégeno. La reaccion se agité durante 2 h y el disolvente se elimind a
presion reducida. El aceite amarillento obtenido se purificé por
cromatografia en columna empleando una mezcla DCM/metanol (95:5, v/v)
como eluyente. Se obtienen 1,25 g de 2-(piridin-2-ildisulfanil)etanol
(rendimiento 80%, pureza 85%) [5].

Por otro lado, a una disolucion de DMAP (225 mg, 1,8 mmol) y CPT
(150 mg, 0,43 mmol) en 30 ml de DCM anhidro, se afiadi6 trifosgeno (66
mg, 0,24 mmol) a temperatura ambiente. Tras 15 min, se afiadié 2-(piridin-
2-ildisulfanil)etanol (150 mg, 0,7 mmol). La disolucion permanecio en
agitacion bajo atmdsfera de argon durante 16 h. Posteriormente se lavo con
agua. Seguidamente, la fase organica se deshidrat6 con salmuera y se secé
empleando sulfato magnésico anhidro. El disolvente se elimin6 a presion
reducida. Se obtuvo un aceite amarillento que se disolvié en la minima
cantidad de metanol caliente y se guardé a 4 °C durante 48 h. Apareci6 un
solido de color blanquecino que se filtrd y lavé con metanol. Se obtuvieron
165 mg de piridilditioetil carbonato de camptotecina (CPT-OCOO-C2-SS-
Py) (rendimiento 65 %, pureza 95 %) [6].
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Sintesis del piridilditiopropil carbonato de camptotecina

Se afnadio 3-mercapto-1-propanol (620 uL, 7,1 mmol), gota a gota, a
una disolucion de 2-Aldrithiol™ (2,35 g, 21,4 mmol) en metanol purgado
con nitrogeno. La reaccién se agité durante 2 h y el disolvente se elimin6 a
presion reducida. El aceite amarillento obtenido se purificé por
cromatografia en columna empleando una mezcla DCM/metanol (95:5, v/v)
como eluyente. Se obtuvieron 0,93 g de 3-(piridin-2-ildisulfanil)propan-1-ol
(rendimiento 64 %, pureza 99 %) [5].

Posteriormente, a una disolucién de DMAP (225 mg, 1,8 mmol) y CPT
(150 mg, 0,43 mmol) en 30 ml de DCM anhidro, se afiadi6 trifosgeno (66
mg, 0,24 mmol) a 0 °C. Transcurridos 15 min se adicion6 3-(piridin-2-
ildisulfanil)propan-1-ol (140 mg, 0,7 mmol). La disolucion permanecid en
agitacion bajo atmasfera de argdn durante 16 h a 0 °C. Seguidamente se lavd
con agua. Mas tarde, la fase organica se deshidraté con salmuera y se secé
empleando sulfato magnésico anhidro. El disolvente se elimin6 a presion
reducida. Se obtuvo un aceite amarillento que se disolvié en la minima
cantidad de metanol caliente y se guard6 a 4 °C durante 48 h. Precipit6 un
solido de color blanquecino que se filtrd y lavé con metanol. Se obtuvieron
98 mg de piridilditiopropil carbonato de camptotecina (CPT-OCOO-C3-SS-
Py) (rendimiento 44 %, pureza 90 %).

Sintesis del piridilditiobutil carbonato de camptotecina

Se afiadié 4-mercapto-1-butanol (720 uL, 7,1 mmol), gota a gota, a
una disolucion de 2-Aldrithiol™ (2,35 g, 21,4 mmol) en metanol purgado
con nitrogeno. La reaccion se agité durante 2 h y el disolvente se elimino a
presion reducida. El aceite amarillento obtenido se purificé por

cromatografia en columna empleando una mezcla DCM/metanol (95:5, v/v)
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como eluyente. Se obtuvieron 1.27 g de 4-(piridin-2-ildisulfanil)butan-1-ol
(83 % rendimiento, 93 % pureza ) [5].

Seguidamente, a una disolucién de DMAP (225 mg, 1,8 mmol) y CPT
(150 mg, 0,43 mmol) en 30 ml de DCM anhidro, se afiadi6 trifosgeno (66
mg, 0,24 mmol) a 0 °C. Transcurridos 15 min se adiciond 4-(piridin-2-
ildisulfanil)butan-1-ol (162 mg, 0,7 mmol). La disolucion permanecio en
agitacion bajo atmdsfera de argon durante 5 h a 0 °C. Posteriormente se lavo
con agua. A continuacién, la fase organica se deshidrato con salmuera y se
secO empleando sulfato magnésico anhidro. El disolvente se elimin6 a
presion reducida y se obtuvieron 275 mg de piridilditiobutil carbonato de
camptotecina (CPT-OCOO-C4-SS-Py) (rendimiento 85%, pureza 83%).

3.2.2.2. Sintesis de nanomateriales

Se disolvieron 20 mg de TRIC en 3 ml de etanol anhidro agitando bajo
atmosfera de nitrogeno. Mas tarde se inyectaron 425 uL de APTES gota a
gota. La reaccion se dejo en agitacion durante 24 h protegida de la luz. Se
obtuvo el conjugado de (3-aminopropil)trietoxiisotiocianato de tetrametil-
rodamina (APTES-TRIC).

Por otro lado, en un matraz de 500 ml se afiadieron 53 ml de triton X-
100, 54 ml de hexanol y 225 ml de ciclohexano. A la mezcla en agitacion se
adicionaron 2 ml de una disolucion de APTES-TRIC (7 mg/ml) mezclados
con 15 ml de agua y 3 ml de hidréxido amonico 28-30 %. Pasados 30 min se
adicionaron 3 ml de TEQS, y se agité durante 24 h a temperatura ambiente
(la composicion molar de gel es: TEOS/APTES-TRIC/H,O/NH,4OH/ triton
X-100/ciclohexano/hexanol 1:0,003:62:5,7:5,8:155:31,8). La suspension asi
formada se centrifugd a 16000 g durante 30 min y se lavo con abundante

agua y etanol. Se obtuvieron 200 mg de nanoparticulas de silice amorfa
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dopadas con rodamina B (RhB-SiO,), que se suspendieron en 3 ml de agua
Milli Q. A continuacién, se afiadid la suspension de nucleos RhB-SiO, sobre
100 ml de una disolucién 8 mM de CTAB y 1 ml de una disolucion NaOH
0,1 M. Seguidamente se adicionaron 0,9 ml de una disolucion etandlica de
TEOS (20 % v/v), en fracciones de 0,3 ml cada 30 min. La composicion
molar del gel es: TEOS/CTAB/NaOH/H,O/EtOH 1:0,73:0,12:7321:15,4. La
reaccién se mantuvo a 60 °C durante 2 h. Se obtuvieron 390 mg de
nanoparticulas con estructura core-shell compuestas por un nucleo de silice
amorfa dopado con rodamina B y una cubierta de silice mesoporosa, que se
denominan RhB-SiO,@MSN.

Posteriormente, se introdujeron 335 mg de RhB-SiO,@MSN en un
matraz de fondo redondo. EI material se seco a vacio a calentando a 100 °C
durante 10 h. A continuacion se inyectaron 10 ml de tolueno anhidro. El
matraz se acoplo a un reflujo con atmdsfera inerte, calentando a 120 °C con
agitacion. Més tarde se adicionaron 625 uL de (3-mercaptopropil)tri-
metoxisilano (3,35 mmol). Tras 16 h la suspension se filtrd y el sélido se
lavd con abundante tolueno y metanol. EI material obtenido se liofilizo. Se
obtuvieron 320 mg de nanoparticulas de tipo RhB-SiO,@MSN
funcionalizadas con grupos tiol, que se denominan RhB-SiO,@MSN-SH.

3.2.2.3. Incorporacion de la camptotecina a los nanomateriales

Se introdujeron 100 mg de nanoparticulas RhB-SiO,@MSN-SH en 10
ml de una disolucion 100 mM de DTT en PBS y se mantuvo en agitacion
durante 30 min. Seguidamente se centrifugd (6200 g, 10 min) y se lavd con
metanol. A continuacion, se afiadieron sobre 3,3 ml de una disolucion 10
mg/ml del profarmaco en DMSO vy se adicionaron 16 ml de metanol. Se

dejé en agitacion durante toda la noche. Al dia siguiente se centrifugd
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(6200 g, 10 min) lavando con metanol y centrifugando sucesivas veces hasta
ausencia total de profarmaco en el sobrenadante (medido en el
espectrofotometro UV-Vis, Asgg), Y se liofilizé a -55 © C durante 16 h. Se
obtuvieron 68-94 mg del nanofarmaco. En la tabla inferior se recogen los
diferentes nombres empleados para designar a los diversos profarmacos y
nanofarmacos sintetizados.

Tabla 3.1. Relacion de los diferentes profarmacos y nanofarmacos sintetizados.

Profarmaco Nanomaterial Nanofarmaco
CPT-OCOO-C2-SS-Py RhB-SiO,@MSN-SH RhB-SiO,@MSN-SS-C2-CPT
CPT-OCOO-C3-SS-Py RhB-SiO,@MSN-SH RhB-SiO,@MSN-SS-C3-CPT
CPT-OCOO-C4-SS-Py RhB-SiO,@MSN-SH RhB-SiO,@MSN-SS-C4-CPT

3.2.2.4. Funcionalizacion postsintesis del nanofarmaco

Se suspendieron 50 mg de material sintetizado en el apartado anterior
en 20 ml de PBS y continuacion se disolvieron 15 mg de MeO-PEG4-mal
(358 Da). Se agito a temperatura ambiente durante 2 h en ausencia de luz. A
continuacion, se centrifugd (6200 g, 10 min). El sélido aislado se lavo con
PBSy liofiliz6 a -55 °C durante 16 h [7].

3.3. Técnicas de caracterizacion de profarmacos y nanoma-

teriales

3.3.1. Técnicas espectroscopicas

3.3.1.1. Difraccion de rayos X (DRX)
Los rayos X tienen longitudes de onda similares a las distancias

interatdbmicas de los atomos situados en redes cristalinas. Al irradiar una
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muestra cristalina en polvo, los rayos se difractan con angulos que dependen

de las distancias interatdbmicas. Mediante la aplicacion de la Ley de Bragg:

nA=2d . sen6

Donde n es un nimero entero, A es la longitud de onda de los rayos X y
0 es el angulo entre los rayos incidentes y los planos de dispersion.

Asi, mediante esta formula se obtiene la distancia entre los planos
interatomicos (d) que producen la difraccion, permitiendo obtener
informacion sobre la estructura del material irradiado [8].

Esta técnica se empled para confirmar la estructura de los materiales
sintetizados. El equipo utilizado fue un difractdmetro Philips X’pert-PW-
3719, efectuando barridos desde valores de 26 de 0,7 ° hasta 70 °.

3.3.1.2. Espectroscopia infrarroja (FTIR)

Las vibraciones y rotaciones moleculares se pueden producir por la
absorcion de radiacion en la regién del infrarrojo del espectro
electromagnético. En este caso las rotaciones y vibraciones moleculares se
miden directamente como absorcion en el espectro de infrarrojo empleando
un espectrofotometro de transformada de Fourier. El principio basico es el
registro simultdneo de todas las frecuencias del espectro IR por parte del
detector. Se consigue si la luz policromatica de la fuente luminosa IR, con la
misma intensidad y banda de frecuencias, se transforma en todo momento
por medio de un interferébmetro, en un interferograma, que no es una funcion
de la frecuencia, sino del tiempo. Después del paso de la radiacion a traves
de la muestra, se convierte el interferograma en un espectro mediante una

operacion matematica, la transformacion de Fourier [9].
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Los espectros se obtuvieron empleando el equipo Nicolet 1S10
(Thermo Scientific). El registro se obtuvo a partir de muestras en estado
solido empleando pastillas de KBr.

3.3.1.3. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

Los experimentos de resonancia magnética nuclear se basan en la
aplicacion de un campo magnético externo sobre la muestra de estudio. En
condiciones de equilibrio térmico, los ndcleos atdbmicos se ajustan a una

distribucion de Boltzmann.
AE = y—-B,
Donde y es la constante giromagnética y B, es el campo magnético
aplicado.
Puesto que su diferencia de energia es muy pequefia comparada con la
energia térmica media, el estado de menor contenido energético estarad
ligeramente mas poblado que el de mayor energia. Para la relacion entre las

dos poblaciones se cumple que:

La irradiacion con una energia cuantizada de valor igual a AE, conduce
a la inversion de espin. Como condicion de resonancia se obtiene la

relacion:

h
hv = AE = y—B,
v Voo
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Cuando se cumple la condicion de resonancia, la diferencia de
ocupacion de ambos niveles nucleares Zeeman se equilibra rapidamente a
través de la absorcion. Se dice que el sistema se satura cuando el proceso

inverso, la relajacion no tiene lugar con la extension suficiente [10].

RMN de liquidos (*H, **C)

Las medidas de RMN de liquidos se realizaron en un equipo Bruker
AV300 Ultrashield™ de 300 MHz. Se emplearon secuencias de pulso
simple de 15 ps transcurriendo 1 s entre pulsos para la adquisicion de
espectros de *H.

Para los experimentos de *3C se emplearon pulsos con desacopla-
miento de proton. La duracion del pulso es de 9 us, con un tiempo entre
pulsos de 2 s. Para ambos experimentos la referencia de desplazamiento es
el tetrametilsilano (TMS).

RMN de sélidos (*°C, 2°Si)

En el caso de los solidos los experimentos se realizaron aplicando la
técnica de giro con angulo magico (MAS), procedente del inglés magic
angle spinning. Mediante este método, el rotor que contiene la muestra y el
campo aplicado forman un angulo de 54°44°, minimizando la influencia de
la interacciones anisotrépicas que dependen del término (3 cos? 8 — 1). Sin
embargo, no siempre se pueden eliminar estas interacciones, bien por su
magnitud o bien porque no dependen Unicamente de ese término, lo que
obliga a emplear altas velocidades de giro, encontrando limitaciones
técnicas en el rotor. Esta técnica permite obtener bandas mas estrechas [11].
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Para ambos experimentos se empled un espectrometro Bruker AV 400.
El espectro RMN-MAS se obtuvo a temperatura ambiente empleando una
sonda Bruker BL-7 de 7 mm a 5 kHz.

El espectro de 2°Si se obtuvo aplicando pulsos de 3,5 ps que
corresponden a un angulo pulso de 37/4 rad y un tiempo entre pulsos de 240
s, empleando TMS como referencia.

Los espectros de polarizacién cruzada de 'H a C se adquieren
aplicando pulsos de 90 © a *H durante 5 ps, con un tiempo de contacto de 5

ms y un tiempo entre pulsos de 3s, empleando adamantano como referencia.

3.3.1.4. Espectroscopia de ultravioleta-visible (UV-vis)

Este tipo de espectros suelen abarcar longitudes de onda desde 200 a
800 nm. Esta técnica ofrece informacion sobre la diferencia de energia entre
los orbitales frontera: HOMO y LUMO. Si se irradia una muestra con la
frecuencia adecuada, esta puede absorber la energia y pasar desde un estado

fundamental ¥, a un estado energético excitado ¥; [12].

AE = E(W,) — E (¥,) = hv

En las medidas de reflectancia difusa se emplea la fraccion de
radiacién incidente que es reflejada en todas direcciones por la muestra.
Mediante el uso de una esfera integradora (esfera hueca cuyo interior esta
recubierto de un material altamente reflectante) la luz reflejada por la
muestra llega al detector. El espectro resultante se obtiene en unidades de
reflectancia ( R ) en tanto por cien. Normalmente se toma como referencia

BaSO,, que no absorbe en todo el intervalo indicado. El espectro se obtiene
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representando la funcion Kubelka-Munk F (R) frente a la longitud de onda
[13]:
(1-R)?
F(R) = ———
(R) R
Al contrario de lo que ocurre en disoluciones este espectro no guarda
una relacion numérica directa entre la intensidad de la banda y la
concentracion.
Los espectros de absorcion de los materiales y nanofarmacos
sintetizados se realizaron con un espectrofotometro Varian Cary 5000 Uv-
vis NIR.

3.3.1.5. Espectroscopia de fluorescencia
Al irradiar una muestra con la frecuencia adecuada, esta puede
absorber la energia y pasar desde un estado fundamental ¥, a un estado

energético excitado ¥; [12].
AE = E(¥,) —E (¥,) = hv

El paso del estado excitado ¥; al estado fundamental ¥, se puede
producir de dos modos diferentes. El sistema puede volver a estado
fundamental ¥, mediante procesos radiantes como la fluorescencia o
fosforescencia, o bien puede producirse una desactivacion no radiante a
través de mecanismos de conversion interna o de cruce intersistemas. La
emision de radiacion denominada fluorescencia se produce cuando un
estado excitado S; y en casos contados, a partir de estados singletes mas

altos S,, se retorna al estado fundamental S,.
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Las medidas de fluorescencia en solidos se realizaron con los
siguientes equipos: lamp power supply LPS-200B, arc lamp housing
A1010B y photomultiplier detection system 814, todos ellos de PTI (Photon
Technology International). Se emplearon cubetas de un milimetro de paso
(Starna Scientific) formando un angulo de 45 ° frente a la fuente de emision

y otros 45 ° respecto al sistema de deteccion.

Sistema de emision

\— Sistema de deteccion

Figura 3.1. Esquema de disposicion de la cubeta en el fluorimetro.

Para obtener la sefial de emision de muestras con CPT el material se
irradio a 320 nm, registrando la emision entre 350 y 600 nm. En el caso de
muestras con Cy5.5 se irradié a 650 nm vy se registra el espectro de emision
desde 690 hasta 750 nm. Por ultimo, para la rodamina B, la muestra se

excitod a 400 nm, registrando el espectro de emision entre 420 y 900 nm.

3.3.2. Andlisis textural

La determinacion del area superficial se ha llevado a cabo mediante
adsorcion-desorcion de nitrogeno empleando el método de Brunauer,
Emmet y Teller (BET). Para el mismo se plantean las siguientes hipétesis:
todos los centros de adsorcion de la superficie son equivalentes, la
capacidad de adsorcion de un centro no depende del grado de ocupacion de
los centros vecinos y sobre cada centro pueden adsorberse varias capas de

moléculas, siendo el calor de absorcion para todas ellas equivalentes
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excepto para la primera [14]. Asimismo, mediante el procedimiento descrito
por Barrett, Joyner y Halenda (BJH) [15] se obtuvo el volumen de poro y su
distribucion. Por ultimo, se aplico la teoria de Kruk, Janoriec y Sayari (KJS)
[16-17] para calcular el diametro de poro.

Las medidas de adsorcidn-desorcion de nitrogeno se realizaron a -195
°C empleando un equipo Micrometrics ASAP 2000. Las muestras se
deshidrataron previamente calentando a 150 °C en vacio.

3.3.3. Microscopia electrénica (TEM)

En el microscopio electronico de transmisién (TEM) un haz de
electrones precisamente enfocado proveniente de un cafion de electrones
atraviesa la muestra. El haz de electrones se enfoca sobre un area pequefia
de la muestra mediante un condensador electromagnético, que dirige dicho
haz en una linea recta para iluminar la muestra. EI microscopio electronico
posee lentes electromagnéticas para controlar la intensidad del haz de
electrones, el enfoque y los aumentos. El haz atraviesa primero la muestra y
después las lentes electromagnéticas del objetivo, que enfocan los electrones
sobre una pantalla fluorescente o una placa fotogréfica. La imagen final
aparece en forma de zonas claras y zonas oscuras, dependiendo de la
cantidad de electrones absorbidos por las diferentes zonas de la muestra
[18].

Para poder medir las muestras en el equipo se aplicé el siguiente
protocolo: una pequefia cantidad de solido se suspendiéo en un volumen
aproximado de 3 ml de etanol con ayuda de un bafio de ultrasonidos.
Seguidamente, se colocaron dos gotas de esa suspension sobre una malla de

cobre de 300 rejillas recubierta de un film de carbono. Por ultimo, el
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disolvente se elimind a temperatura ambiente con la ayuda de un extractor.

Las muestras se midieron en un equipo Philips CM10 100 kV.

3.3.4. Dispersion de luz dinamica (DLYS)

La dispersion de luz dindmica, también conocida como espectroscopia
de correlacidon fotonica, es una de las técnicas mas empleadas para medir el
tamafio de particula. Este método presenta varias ventajas: en primer lugar
el tiempo de medicion es corto, los equipos son simples de manejar y es
posible un alto grado de automatizacion de los equipos. Ademas el coste del
equipo es moderado.

Cuando la suspension de particulas se ilumina con un lé&ser, la
intensidad de la luz dispersada fluctda de forma dependiente con el tamafio
de particula. En el caso de las nanoparticulas de menor tamafio sus
desplazamientos son de mayor magnitud y se mueven con mayor velocidad.

Al realizar una medida se asumen dos hipdtesis. En primer lugar las
particulas presentan movimiento Browniano. Este tipo de movimiento
aleatorio se produce cuando las moléculas de disolvente estan en
movimiento debido a su propia energia térmica y colisionan contra las
particulas en suspensién. De este modo se conoce la funcidn de densidad de
probabilidad:

r2
P(r,/0,0]) = (4 = Dt)~3/2¢@DY)
Donde D es la constante de difusion.
La segunda hipotesis es que las particulas a medir son esféricas y de

didmetro pequefio. De este modo es posible aplicar la ecuacion de Stokes-

Einstein:
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KgT
D=
6 tna

Siendo Ky la constante de Boltzman, T la temperatura en grados
kelvin, n la viscosidad del disolvente y a el radio de la particula. Como a
partir de la dispersion de la luz incidente sobre las particulas se obtiene
informacion acerca de la posicion de las particulas, mediante las formulas
descritas es posible calcular el radio de la particula [19-20].

El tamafio de particula se midié empleando un equipo Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments). Las muestras se prepararon suspendiendo
el material en una disolucion acuosa de triton x-114 0,021 % (p/p)
alcanzando una concentracion de 5 ppm. Las particulas se dispersaron
introduciendo la suspension (5 min, 40 kHz) en un bafio de ultrasonidos
(1510-MT Branson). Las medidas de dispersion de luz dinamica se llevaron
a cabo a 25 °C aplicando un éangulo de dispersion de 173 °. El radio

hidrodindmico medio se determind por medidas acumulativas.

3.3.5. Andlisis elemental

El contenido en nitrégeno, carbono, hidrégeno y azufre se determina
empleando un equipo de analisis Carlo Erba 1106. Esta técnica esta basada
en la completa e instantanea oxidacion de la muestra con O; g puro a una
temperatura de 1000 °C. Los diferentes productos de combustion son
transportados con el gas portador (He), a traves del sistema, donde son
separados por columnas especificas y desorbidos térmicamente. De este
modo los gases formados en la combustidn pasan de forma separada por un
detector de conductividad térmica que genera una sefial proporcional a la

concentracion de cada uno de los componentes individuales de la mezcla.
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3.4. Ensayos de liberacion de farmacos

3.4.1. Modelo experimental

Para realizar estudios de liberacién de farmacos a partir de los
materiales en medio acuoso se siguio el siguiente procedimiento. Se pesaron
alrededor de 5 mg de material en una microbalanza M2P (Sartorius) con una
precision de 0,001 mg. Se afiadio la disolucion acuosa indicada en cada caso
sobre el material y se agité empleando un agitador mvor-01 (vortex) durante
unos segundos. A continuacion se situaron los viales en un agitador
Themomixer Confort (Eppendorf) (37 °C, 1350 rpm). Transcurrido el
tiempo indicado en cada caso, los viales se centrifugaron (6200 g, 10 min).
El sobrenadante se reservd y el sélido se lavd con un mililitro de metanol.
Tras centrifugar el metanol se afiadi6 al sobrenadante anterior y se liofilizo.
El solido obtenido se reconstituyé con 1 ml de una mezcla metanol:HCI
95:5 (v/v), se filtro (0,2 um, Nylon) y se analiz6 por cromatografia liquida

de alta resolucion de fase reversa (RP-HPLC).

3.4.1.1. Liberacion en medio alcalino

Se aplico el procedimiento explicado anteriormente. Se utilizaron
disoluciones acuosas de hidroxido soédico con un pH de 10,12 y 13 unidades
obtenidas a partir de una disolucion de hidroxido sodico 0,9999 N. Se
monitorizo el pH del medio con un pH metro Seven Easy (Mettler-Toledo).

3.4.1.2. Liberacién en medio reductor
En este caso se aplicaron dos procedimientos distintos. En el primer
caso se aplico el modelo experimental descrito en el apartado 3.4.1,

utilizando una disolucion de DTT (100 mM) en PBS, que se adiciond sobre
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la muestra. Este es el método empleado para calcular la cantidad maxima
liberada por un material.

El segundo protocolo se aplicd en los experimentos destinados a
obtener la cinética de liberacion del farmaco a partir del material. En este
caso se pesaron alrededor de 5 mg de material en una microbalanza con
precision de 0,001 mg. Se afiadié 1 ml de PBS sobre el material y se agitd
empleando un agitador mvor-01 (vortex) durante unos segundos. A
continuacion se dispusieron los viales en un agitador Themomixer Confort
(37 °C, 1350 rpm). Transcurridas dos horas, se afiadieron 15,4 mg de DTT
solido formando una disolucion 100 mM de agente reductor. Las muestras
se colectaron a diferentes tiempos y se centrifugaron (6200 g, 10 min). El
sobrenadante se reservd y el solido de lavd con 1 ml de metanol. Tras
centrifugar, el metanol se afiadié al sobrenadante anterior y se liofilizd. El
solido obtenido se reconstituyé con 1 ml de una mezcla metanol:HCI 95:5

(v/v), se filtr6 (0,2 um, Nylon) y se analizé por RP-HPLC.

3.4.2. Ensayo de estabilidad en suero humano

Se pesaron alrededor de 5 mg de material con una precisién de 0,001
mg. Se afiadio 1 ml de suero humano y se agité empleando un agitador
mvor-01 (vortex) durante unos segundos. A continuacion se situaron los
viales en un agitador Themomixer Confort (Eppendorf) (37 °C, 1350 rpm).
Transcurrido el tiempo indicado en cada caso, los viales se centrifugaron
(6200 g, 10 min). El suero se trasvaso a otro vial y se afiadieron 500 pl de
una disolucion acuosa de TCA al 5 % enfriada a 4 °C. Mediante
centrifugacion (6200 g, 10 min) se separd el sobrenadante de las proteinas

precipitadas. Cuidadosamente se colecto el sobrenadante y se liofilizd. El
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solido obtenido se reconstituyd con 1 ml de una mezcla metanol:HCI 95:5

(v/v), se filtrd (0,2 um, Nylon) y se analizé por RP-HPLC.

3.4.3. Modelos cinéticos de liberacion

Los modelos cinéticos de liberacion se pueden emplear como
indicativo del comportamiento de la forma farmacéutica in vivo. Asi pues,
se puede obtener una correlacion in vivo-in vitro aplicando modelos
matematicos predictivos para describir la relacion entre una propiedad in

vitro de la forma farmacéutica y la respuesta in vivo.

Cinética de primer orden

En este modelo la velocidad de liberacion es proporcional a la cantidad
de farmaco remanente en la forma farmacéutica, disminuyendo con el
transcurso del tiempo. La superficie del farmaco se considera variable a lo
largo del proceso de disolucién, en funcion de la cantidad de farmaco

remanente sin disolver [21].

X=1-e™

Higuchi
Es un modelo de liberacion controlada por difusién desde matrices
homogéneas y granulares. Se asume que el mecanismo de liberacion

depende de la difusion a través de la matriz granular.

De
X = - (24 — €C)Cst
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Donde X es la cantidad de farmaco liberado a lo largo de un tiempo t
por unidad de area expuesta, D es la difusividad de la droga en el fluido, t
es la tortuosidad del sistema, A es la cantidad total de farmaco por unidad de
volumen, C, es la solubilidad del farmaco en el fluido y € es la porosidad de
la matriz. Asumiendo constantes todos los valores en el interior de la raiz.
Estos se agrupan en una Unica constante Ky obteniendo la siguiente
ecuacion [22-24]:

X:KH'tO'S

Este modelo se basa en una serie de suposiciones que se enumeran a
continuacion: en primer lugar la cantidad de farmaco presente en la
formulacién debe ser elevada respecto a la solubilidad del farmaco en el
disolvente empleado. Ademas, la difusion del farmaco a través de la matriz
se considera unidimensional y constante. Al contrario que en la cinética de
primer orden, la deformacion o disolucion del soporte se considera
despreciable, manteniendo una superficie constante. Por ultimo, el ensayo
de liberacion debe realizarse en condiciones de minima concentracion
(sink), de modo que la concentracion del farmaco en el fluido de la

disolucidon no rebase nunca el 20% de su concentracion de saturacion [25].

Bhaskar
Este modelo se aplica con éxito en liberacion de farmacos a partir de

resinas. La liberacion del farmaco esta regida por la difusion [26-27].

X=1-—¢ k"
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Donde X es el porcentaje de farmaco liberado y t es el tiempo.

Ritger-Peppas

Esta ecuacion se aplica en sistemas poliméricos con proceso de
hinchamiento. El valor de n indica el mecanismo de liberacion y depende de
la geometria del sistema. Para valores de n inferiores a 0,45 la liberacion del
farmaco esta gobernada por mecanismos de difusion. En el caso de valores
entre 0,45 y 0,89 la liberacion esta gobernada por dos factores, la difusion y
la disolucién del polimero. Para valores cercanos a la unidad, la liberacion

del farmaco depende Unicamente de la disolucion del polimero [28-31].

X=K-t"

3.4.4. Analisis de productos

3.4.4.1. Espectroscopia de ultravioleta-visible (UV-vis)

Las medidas de UV-vis se obtuvieron con un espectrofotémetro ND-
1000 (Nanodrop), aplicando una gota de la disolucion sobre el lector y
midiendo la absorbancia a 368 nm (Ass). Esta longitud de onda

corresponde a la absorbancia maxima de la CPT.

3.4.4.2. Cromatografia liquida de alta resolucion de fase reversa
(RP-HPLC)

La técnica RP-HPLC se emple6 tanto para caracterizar los profarmacos
de CPT sintetizados asi como para cuantificar la cantidad de CPT en los
estudios de liberacion en medio acuoso y muestras bioldgicas [32-34]. Los
analisis se realizaron empleando un equipo LC 1220 Affinity con un
detector de fluorescencia acoplado 1260 Affinity (Agilent technologies). La
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columna seleccionada es Mediterranea Sea 18 (3 um, 10x0,21 cm) con pre-
columna Ultraguard Sea 18 (10x3,2 mm) (Teknokroma). El flujo empleado
es de 0,45 ml/min acetonitrilo/H,O-TFA (50:50) pH 4,5. Se fij6 la medida
de absorbancia a 368 nm, correspondiente al méximo de absorbancia de la
CPT. En los casos en los que la medida se realiza mediante emision de
fluorescencia, la longitud de onda de emision elegida es 420 nm. Los
disolventes empleados son de pureza HPLC Multisolvent (Scharlab).

Se realizaron diferentes calibrados dependiendo de la naturaleza de la

muestra de analisis:

Calibrado de CPT empleando deteccién UV-Vis

Se utilizé para la cuantificacion de CPT en los diferentes ensayos de
liberacion y estabilidad de los materiales en medio acuoso. El rango de
concentraciones del calibrado es [10-300] umolar. Se obtuvo la siguiente
recta de regresion:

2,50E+008 _

y = 679.254x
2,00E+008 | r’=0,9989

1,50E+008 |

Area

1,00E+008 |

5,00E+007 |

0,00E+000

T T T T T
0 50 100 150 200 250 300

[CPT] umolar

Figura 3.2. Recta de calibrado (UV-vis).
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Calibrado de CPT empleando deteccion de fluorescencia

Se empled en el andlisis cuantitativo de CPT en muestras de suero
humano y en aquellas procedentes de los ensayos de biodistribucion y
eficacia terapéutica. El rango de concentraciones se sitlia entre [100-2000]

nmolar. Se obtuvo la siguiente recta de regresion:

y = 0,0072x

r’ = 0,9961

T T T T
0 500 1000 1500 2000

[CPT] nmolar
Figura 3.3. Recta de calibrado (fluorescencia).

3.4.4.3. Espectrometria de masas (HPLC-MS)

Se emplearon dos equipos HPLC-MS para el analisis de los productos.
En primer lugar se emple6 un cromatografo acoplado a un detector de masas
con ionizacion por impacto electronico (EI) 1100 VL Series LC/MSD
(Agilent Technologies). La columna seleccionada es Mediterranea Sea 18
(5um, 25x0,46 cm) con pre-columna Ultraguard Sea 18 (10x3,2 mm)
(Teknokroma). El flujo empleado es de 0,8 ml/min acetonitrilo/H,O-TFA
(50:50) Absggs.

Por otro lado, se utilizé un equipo UPLC Waters acoplado a detector
Xevo Qtof MS empleando ESI (lonizacion por electroespray). La columna
empleada es Aquity UPLC BEH Cig (1,7um, 2,1x50 cm). Los eluyentes

elegidos son agua/acetonitrilo acidificado 0,1% (acido acético) (50:50) con
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un flujo 0,5 ml/min. Los disolventes son de pureza LC/MS Optima (Fisher).

Los resultados se analizan con el programa Intelli Start (Waters).

3.5. Estudios en cultivos celulares

Los estudios en cultivos celulares se llevaron a cabo en colaboracion
con el Institut de Recerca del Hospital Vall d’Hebron, bajo la supervision
del Dr. Sim6 Schwartz y la Dra. Ibane Abasolo, y con el Instituto de
Investigacion “Dr. Vifia Giner” de la Universidad Catdlica de Valencia
(UCV), bajo la supervision de los Profesores José Hernandez-Yago y José

Rafael Blesa.

3.5.1. Protocolo de trabajo con cultivos celulares

Las células se cultivaron en el medio correspondiente para cada tipo
celular en placas de cultivo Petaka (Celartia) o bien en placas Petri de 15 cm
de didmetro. Los cultivos celulares se mantuvieron en estufa a 37 °C con
una mezcla 95 % aire y 5 % CO..

La recoleccion de las células se efectu6 del siguiente modo: en primer
lugar se retir6 el medio de cultivo lavando con PBS estéril. Seguidamente,
se afadieron 2 ml de tripsina con EDTA 0,25% y se dejo en estufa a 37 °C.
Transcurridos 5 minutos se afiadieron 10 ml de medio de cultivo y se
centrifugd (500 g, 5 min). Se elimind el sobrenadante y se afiadieron otros
10 ml de medio de cultivo.

A continuacion, se procedio al recuento de células. Para ello se
mezclaron 100 ul de la suspension celular con 100 ul de una disolucion de
azul tripan. Seguidamente, se aplicaron dos gotas de la mezcla en una

camara Neubauer. Empleando microscopio éptico invertido (Olympus CK
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X41) se realizd el recuento de células viables (células esféericas con halo
amarillo) en 5 cuadrantes obteniendo la concentracion celular.

En los experimentos realizados se emple6 tanto microscopia Optica
como confocal. A continuacion se realizard una breve descripcion de estos

equipos:

Microscopio optico invertido

Un microscopio invertido tiene una disposicion inversa de sus
componentes respecto a un microscopio convencional. La fuente de luz y el
condensador estan sobre la plataforma apuntando hacia abajo. Los objetivos
estan debajo de la plataforma apuntando hacia arriba. La muestra se coloca

sobre la platina mecanica, segun se indica en la figura 3.4.

Lampara

Diafragma de Excitacion

Ocular

Objetivo \
—

Filtro de Emision

Figura 3.4. Esquema de microscopio invertido [35].

A diferencia de otros microscopios, el microscopio invertido permite
observar organismos o tejidos en cultivos sin una preparaciéon previa,
favoreciendo el seguimiento del estado de crecimiento, comportamiento y

demaés parametros involucrados en el desarrollo del cultivo. Una desventaja
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del microscopio invertido es su limitada magnificacion, debido a que los

objetivos suelen llegar hasta 100X.

Microscopio confocal

El empleo de microscopios 6pticos de fluorescencia esta ligado a un
gran nimero de limitaciones e inconvenientes. La iluminacion vertical hace
que el objeto de estudio emita fluorescencia en todo su grosor. Esto causa
que, en la mayoria de los casos, mas del 90% de la fluorescencia emitida
esté fuera de foco. Ademas, la luz fuera de foco interfiere con los detalles
que estan en foco y hay bajo contraste entre la sefial y el ruido. Por ultimo la
dispersion generada por el objeto de estudio de la luz emitida, hace parecer

que la fluorescencia emitida proviene de un punto diferente.

Laser

Ranura de Excitacién -
Regién fuera

de foco

Excitacion Region focal

— PMT Regién fuera o
de foco K

Objetive

Objetiyo

Filtro de
| Emisién
Ranura de Emisién Ranura N

Detector [

Figura 3. 5. Esquemas de microscopio confocal [35].

Sin embargo, el microscopio confocal elimina la fluorescencia fuera de
foco proveniente de otros planos del objeto de estudio y filtra la luz
dispersada. De esta forma puede generar imagenes nitidas que corresponden
a planos definidos de la muestra. Empleando un l&ser se ilumina un punto o

region a la vez. Sin embargo, esto no elimina la luz fuera de foco ni la

93



Capitulo 3 | Procedimiento experimental

dispersada. Mediante una ranura o pinhole, solo se deja pasar al detector la

luz emitida que esté en foco y que proviene del punto iluminado.

3.5.2. Ensayo MTT
Este ensayo se basa en la reduccion de bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT) en 1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-3,5-

difenilformazan (formazéan)

N
\2:& Reductasa \él
—N

=N mitocondrial

o oY

Amarillo Violeta

Figura 3.6. Reduccion de MTT en formazan.

Se relaciona de forma directa la actividad enzimatica con la viabilidad
celular, calculando el porcentaje de células viables con la formula que se
indica a continuacion [36-37].

S Densidad 6ptica células tratadas
% Viabilidad = - — ~ x 100
Densidad optica de células no tratadas

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos transcurriendo 24 h
hasta la adicion de los farmacos. La densidad de siembra vario en funcion de
la linea celular: HeLa (2000 células/pocillo VHIR y 4000 células/pocillo
UCV), UB7TMG y HT29.Fluc.C4 (6000 células/pocillo), HCT-116 (10000

células/pocillo). Se empled un rango de concentraciones entre 0,025 y 2,5
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mg/ml en equivalentes de CPT. Tras la adicion, pasaron 72 h de periodo de
incubacién. Una vez finalizado este periodo, se elimin6 el medio de cultivo
y se afadieron 10 ul de una disolucién 5 mg/ml MTT en DMSO y 240 ul de
PBS. Tras 4 horas de incubacion se elimind la disolucion y se afiadieron 150
ul de DMSO. Los cristales formados se disolvieron agitando suavemente y
se midi6 la absorbancia de cada pocillo (550/590 nm, dependiendo del
equipo empleado). Los datos obtenidos se expresaron como porcentaje de
células viables respecto al grupo control.

Se emplearon dos lectores de placas diferentes: en los experimentos
realizados en la UCV se empled un equipo Perkin Elmer 2030 Victor X5,
midiendo la absorbancia a 550 nm. Por otro lado, el los experimentos MTT
realizados en el VHIR se utiliz6 un equipo Biotek ELx800, midiendo la

absorbancia a 590 nm.

3.5.3. Ensayos de internalizacion celular

La internalizacion de las nanoparticulas se estudié en células Hela.
Para ello, se emplearon dos tipos de materiales: nanoparticulas con CPT
marcadas con Cy5.5 (SNP-(CO)-Cy5.5) y nanoparticulas marcadas con
rodamina B (RhB-SiO,@MSN-C2-SS-CPT). Para SNP-(CO)-Cy5.5 se
emplearon dos concentraciones diferentes 7,5 y 750 pg/ml. En el caso del
material RhB-SiO,@MSN-C2-SS-CPT se utiliz6 una concentracion de 290
ug/ml. Las células se incubaron toda la noche tras la adicion de los
materiales. Al dia siguiente el exceso de nanoparticulas se elimind lavando
repetidamente el cultivo con PBS estéril. Tras el lavado se afiadieron 10 pl
de Lysotracker Green. Transcurridos 15 min las células se fijaron
empleando una solucién al 4 % de paraformaldehido vy, si era necesario, se

afadio una disolucion de DAPI en medio hidréfobo.
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La internalizacion de las nanoparticulas se estudio mediante
microscopia confocal empleando un microscopio Olympus FV1000
empleando unas longitudes de onda de excitacion de 405/488/561/633 y de
emision de 461/522/585/693 nm para los fluorocromos DAPI, Lysotracker®

Green, rodamina B y Cy5.5 respectivamente.

3.5.4. Ensayo de citometria de flujo

Se emplearon dos protocolos diferentes dependiendo del estudio
realizado. En primer lugar se investigd el mecanismo de muerte celular
inducido por SNP-(CO)-CPT empleando células HT-29. Con dicho fin se
afiadi6 CPT o nanoparticulas SNP-(CO)-CPT alcanzando una concentracion
de 0,005 pg/ml en equivalentes de CPT. También se comprobé la toxicidad
de las particulas sin CPT (SNP-COOH) usando la misma concentracion.
Tras 72 h todas las células (adheridas y libres) se recogieron y trataron con
RNase A (10 ug/ml), se fijaron con etanol 70 % y se tifieron con ioduro de
propidio (10 pug/ml). Los ensayos de citometria de flujo se realizaron con un
equipo FACSCalibur (BecktonDickinson) y analizados empleando en
programa FCS Express3.0 software (DeNovoSoftware).

Por otra parte, se empled un procedimiento diferente para examinar la
internalizacion de los diferentes nanofarmacos self-immolative. Para ello se
cultivaron células HelLa alcanzando una densidad de unas 400.000 células
por pocillo. Tras 24 h se afiadieron 0,25 pug CPT eg/ml y los cultivos se
incubaron durante otro dia mas. En este caso s6lo se recogieron las células
adheridas, que se trataron con 1lul de una disolucion de DRAQ 5. Los

ensayos se realizaron en un equipo FC 500 (Beckman Coulter).
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3.5.5. Analisis estadistico
Los resultados de los ensayos de viabilidad celular se expresan como
media con su error estandar. El calculo de 1Csq Yy su error estandar se realizo

mediante el programa Prism 5.0 (GraphPad).

3.6. Estudio en un modelo de xenoinjerto de cancer

colorrectal humano

Los estudios se realizaron en el Institut de Regerca del Hospital Vall
d’Hebron, bajo la supervision del equipo investigador del Dr. Simo

Schwartz.

3.6.1. Protocolo de manejo y tratamiento de los animales de
experimentacion

Los experimentos de llevaron a cabo bajo el protocolo del comité ético
de experimentacion a animal (CEEA) del Hospital Universitari Vall
d’Hebron en cumplimiento del Decreto 214/1997 de 30 de julio del
Departamento de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la Generalitat de
Catalunya, por el cual se regula la utilizacion de animales para
experimentacion y otras finalidades cientificas. En la figura 3.7 se muestra
el diagrama de flujo de trabajo seguido durante el ensayo.

3.6.2. Estudio de biodistribucion

Para el ensayo de biodistribucion se emplearon 24 hembras de ratones
atimicos Nude-Foxnlnu/nu (Harlan) de 4 semanas de edad. Se suministro
una inyeccion subcutanea de un millon de células HT-29 Fluc. en 100 pl de
PBS en el costado derecho de los animales. El crecimiento tumoral se midio

dos veces a la semana empleando un pie de rey. El volumen del tumor se
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calculé empleando la formula Dxd?/2. Tras 25 dias, los tumores alcanzaron
un tamafio con una mediana de 225-233 mm®, siendo los valores méximo y
minimo 336 y 125 mm? respectivamente.

Los animales se distribuyeron aleatoriamente en dos grupos de ensayo.
En la Tabla 3.2 se detalla el tratamiento recibido y el niUmero de animales en

cada grupo.

Tabla 3.2. Grupos de animales de experimentacion segln el tratamiento recibido
en el estudio de biodistribucion.

Grupo Tratamiento NUmero de animales
Gl SNP-(CO)-Cy5.5 (0,4 mg CPT/KQ) 12
G2 CPT (0,4 mg CPT/KQg) 12

La terapia consistié en una Unica dosis. Los ratones se sacrificaron a
las 5, 24 y 96 h tras la administracion intravenosa de nanoparticulas. La
sangre se obtuvo mediante puncion cardiaca y se separ6 en plasma y suero
centrifugando (2000 g, 10 min). Los tumores y diferentes 6rganos como
higado, pulmones, bazo, rifiones y corazén se obtuvieron mediante
diseccion de los cadaveres.

Los drganos se analizaron mediante fluorescencia de tiempo resuelto
ex vivo. Para ello se empled un equipo IVIS Spectrum con el software
Living Image 3.2 (Caliper Life Sciences). Las muestras de sangre y tejidos

se mantuvieron a -80 °C para un analisis posterior mediante HPLC.

98



Capitulo 3 | Procedimiento experimental

Dia tratamiento iv.

t=0h
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compuestos en todos los
animales (n)

v

T=24h Recoger
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ecoger
(n] suero
Pesar Congelar Almacenar
A —
muestra metilbutano -80°C
Extraccion 3 Pesar Seccionar mediante
tumor tumor corte longitudinal Fijar con
formaldehido [—| Afiadir Andlisis
a% parafina histiolégico
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Higado higado “! metilbunano
Extraccidn — Pesar - Congelar
Pulmén pulmén “| metilbutano
Extraccién > Pesar . Congelar
corazén corazén “| metilbutano
Extraccion Pesar Congelar
rifién rifién > metilbutano
Extraccién 5 Pesar Congelar
bazo bazo metilbutano
Observacién Tomar
macroscopica muestras Fijar con ARadi Anélisis
de los érganos: delos > formaldehido = na .|r s
arafina
érganos 2% paraf histiolégico
Higado afectados
Bazo
Estdmago Anotar
i P
Intestino K observaciones éAnomalias?
delgado
Intestino
grueso
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Figura 3.7. Diagrama de flujo de trabajo de los ensayos in vivo.
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Para la cuantificacion de CPT, 200 mg o 200 uL de muestra bioldgica
se introdujeron en tubos con matriz lisante D (MP Biomedicals) junto a 500
ul de reactivo Cellytic MT y se homogenizaron mediante agitacion
empleando un equipo FastPrep-24 (MP Biomedicals). La mezcla obtenida
se centrifugé (16000 g, 30 min, 10 °C). Se separd el sobrenadante y se
afiadié 500 uL de una disolucién fria de TCA para precipitar las proteinas
presentes en el sobrenadante. Se centrifugd (16000 g, 30 min, 10 °C) y el
sobrenadante se mantuvo a -20 °C (muestra CPT,). El sélido obtenido tras el
tratamiento lisante se mezclé con 500 uL de una disolucién 0,02 N de
NaOH y se mantuvo en un mezclador Thermomixer Confort a 37 °C. Tras
24 horas se centrifug6 (16000 g, 30 min, 10 °C) y se afiadieron 600 uL de
una disolucién fria de TCA al sobrenadante. Se centrifugd (16000 g, 30 min,
10 °C). El sobrenadante (muestra CPT;) se afiadio al vial que contiene la
muestra CPT; y se liofilizo. El residuo obtenido se disolvid en 250 uL de
una mezcla MeOH:HCI 95:5 (v/v), se filtrd (0,2 um, Nylon) y se analizo
por RP-HPLC.

3.6.3. Estudio de tolerabilidad

Para el ensayo de tolerabilidad se emplearon 36 hembras de ratones
atimicos Nude-Foxnl (nu/nu) de 5 semanas de edad. La duracion prevista
fue de 22 dias, a razon de dos dosis intravenosas a la semana. Se estudiaron
4 grupos diferentes con 9 animales por grupo. En la siguiente tabla se

detalla el tratamiento aplicado.
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Tabla 3.3. Grupos de animales de experimentacion segin el tratamiento aplicado

en el estudio de tolerabilidad.

Grupo Tratamiento Posologia* Dosis
G1 CPT (1001000) 0,8 mg CPT/kg
G2 SNP-(C0)-CPT3 (1001000) 0,8 mg CPT/kg
G3 CPT (1001000) 3 mg CPT/kg
G4 SNP-(C0)-CPT3 (1001000) 3 mg CPT/kg

*Cadigo binario: (1) Dosificacién (0) Sin dosificacion.

Durante el tratamiento se monitoriz6 el peso, aspecto y
comportamiento de los ratones. La pérdida de peso de los animales de

laboratorio se calculé empleando la siguiente formula:

peso—peso inicial

Pérdida de peso = 100

peso inicial

Como se ha indicado previamente, la duracién prevista del estudio fue
de 22 dias, si bien se introdujeron los siguientes criterios de punto final:

Un grupo se sacrificé si los animales perdian un promedio del 15 % en
peso respecto al peso inicial, y un animal se sacrifico si presentaba pérdida

de peso superior a 20 %.

3.6.4. Estudio de eficacia terapéutica

Para el ensayo de eficacia terapéutica se emplearon 27 hembras de
ratones atimicos Nude-Foxnl (nu/nu) de 5 semanas de edad. Se estudiaron 3
grupos diferentes con 9 animales por grupo. En la siguiente tabla se detalla

el tratamiento aplicado.
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Tabla 3.4. Grupos de animales de experimentacion segun el tratamiento aplicado

en el estudio de eficacia terapéutica

Grupo Tratamiento Posologia* Dosis
Gl PBS (1001000) -
G2 CPT (1001000) 0,8 mg CPT/kg
G3 SNP-(CO)-CPT3 (1001000) 0,8 mg CPT/kg

*Cadigo binario: (1) Dosificacién (0) Sin dosificacion.

Los tumores alcanzaron un tamafio con una mediana entre 161 y 178
mm? previo al tratamiento, siendo el valor maximo de 282 mm?®y el minimo
de 80 mm?®. El ensayo comenz6 18 h después de la inyeccién con células
tumorales. La duracién prevista fue de 22 dias, a razon de dos dosis
intravenosas a la semana.

El crecimiento tumoral se midi6é dos veces a la semana empleando un
pie de rey. El volumen del tumor se calculé empleando la férmula Dxd?/2.
Tras 25 dias, los tumores alcanzaron un tamafio con una mediana de 225—
233 mm® siendo los valores maximo y minimo 336 y 125 mm®
respectivamente.

En el caso de las medidas de bioluminiscencia in vivo, se inyectd 150
mg/kg de D-luciferina disuelta en PBS estéril mediante inyeccion
intraperitoneal (i.p). A continuacién se empleé isoflurano 1-3% para
anestesiar los animales de estudio. Las medidas de bioluminiscencia se
realizaron en grupos de cinco ratones, ajustando la imagen en funcion de la
bioluminiscencia de los tumores. Las imagenes se tomaron entre 13 y 21
minutos tras la administracion de D-luciferina. Las regiones de interés
mostradas en las imagenes se trazaron de forma automatica alrededor de las

sefiales de bioluminiscencia y se cuantificaron como fotones por segundo.
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Durante el tratamiento se registrd un seguimiento del ratio entre el

volumen de tumor de los animales tratados y el control.

mediana del volumen de tumor al final del tratamiento

Ratio — = mediana del volumen del tumor antes del tratamiento
C mediana del volumen del tumor grupo control final
mediana del volumen del tumor grupo control inicio

También, se realizd un seguimiento de la pérdida de peso de los

animales de laboratorio. Se calculé empleando la siguiente férmula:

mediana del peso del animal al final del tratamiento
T mediana del peso del animal ar antes del tratamiento
—-= - . - -100 | —100
C mediana del peso del animal a grupo control final

mediana del peso del animal algrupo control inicio

Como se ha indicado previamente, la duracién prevista del estudio fue
de 22 dias, si bien se introdujeron los siguientes criterios de punto final:
Un grupo se sacrifico si:
-Los animales perdian un promedio del 15 % en peso respecto al peso
inicial.
-La mediana del volumen tumoral era superior a 1000 mm?®.

-Mas de la mitad de los animales tenian tumores ulcerados.

Un animal se sacrifico si:
-Presentaba pérdida de peso superior a 20 %.
-El tumor tenfa un volumen superior a 1500 mm?®.

-El tumor presentaba una ulceracion mayor del 50 %.
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Al finalizar el experimento los ratones se sacrificaron obteniendo la
sangre mediante puncién cardiaca y procesandola para obtener plasma y
suero. Los tumores y diferentes drganos como higado, pulmones, bazo,
rifones y corazon se obtuvieron mediante diseccion de los cadaveres. Las
muestras de sangre y tejidos se mantuvieron a -80 °C para un analisis
posterior mediante HPLC. Las muestras fueron tratadas y se determind la
concentracion de CPT por RP-HPLC del mismo modo que en el apartado

anterior.

3.6.4. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 empleando descriptores y tests no
paramétricos. En la estadistica no paramétrica no se construyen modelos, y
por ello, los descriptores no paramétricos pueden utilizarse cualquiera que
sea la distribucién de la poblacién. Los descriptores no paramétricos tienen
un especial interés cuando se manejan muestras muy pequefias, como los
que resultan de la realizacion de experimentos triplicados (n=3) o
quintuplicados (n=5). Cuando un estimador estadistico cambia
excesivamente de valor al tomar otra muestra de la misma poblacidon se dice
que no es robusto. En este caso se emplean estimadores no paramétricos
debido a que en su célculo no intervienen los valores extremos de la serie,
por ello son bastante mas robustos que los estimadores paramétricos

equivalentes [38].

Mediana y error estandar
La mediana x,, es un estimador no paramétrico de la tendencia central
de una serie. Para poblaciones y muestras normales probablemente x,, serd

muy similar a la media muestral X, pero no tiene por qué coincidir. En este
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caso el error estandar (s) se calcula a partir del intervalo intercuartilico (I),

que es la distancia entre el cuartil superior e inferior [38]:

s=0,74-1I,

Analisis de la varianza de una via (Kruskal-Wallis) y test post-hoc de
Dunn

El andlisis de Kruskal-Wallis se emplea para demostrar que un grupo
de datos proviene de una misma poblacion. Como hipoétesis nula Ho se
asume que los datos provienen de la misma poblacion y como hipétesis
alternativa H; se establece que alguno de los datos proviene de una
poblacion con mediana diferente a los demas. Este tipo de andlisis no es
paramétrico, de modo que se asume que la distribucion de los datos no es
normal. Para determinar si se debe rechazar algin dato se compara el valor
de H con el de la tabla de la xZ_, con k-1 grados de libertad. Se rechaza Ho
si el valor del estadistico supera el valor teérico x7_,,1-o. .Donde x* es un
estadistico cuya distribucion es asimétrica, variando entre 0 e infinitoy o es
el nivel de significacion, o de otro modo, la probabilidad de rechazar la
hipétesis nula Hy siendo esta cierta [39].

En caso en el que se rechace la hipotesis nula Ho, es decir los datos
provienen de poblaciones con medianas diferentes, se aplica el test de Dunn
en el cual se realizan comparaciones pareadas para identificar cual es el
grupo diferente [40].

Todos estos célculos se realizaron empleando el programa Prism 5.0
(GraphPad).
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4. Sistemas de liberacion basados en actividad enzimatica

4.1. Fundamento

Este tipo de mecanismos se activan de forma especifica mediante la
accion de determinadas enzimas, y en su ausencia no se produce liberacion
del farmaco (liberacion cero). Dicha caracteristica facilita el objetivo de
liberar el principio activo exclusivamente en el interior de las células diana.
Esto es posible gracias a que las células tumorales tienden a sobreexpresar
ciertas enzimas [1-3]. Existen diferentes ejemplos en los que se emplean
estos sistemas de liberacion, como aquellos basados en la accion de B-D-
galactosidasa [4] o proteasas [5]. Por otro lado, Corma et al. proponen un
material sensible a la hidrdélisis enzimética del enlace éster [6].

A lo largo de este capitulo se describe el desarrollo de un sistema
basado en la accion de la enzima esterasa, mediante la cual se produce la
liberacion de la CPT a partir de materiales con diferente estructura. Para
ello, se modifica la superficie de diferentes soportes con grupos carboxilo
para mas tarde incorporar la Gly-CPT-TFA mediante la formacion de un

enlace éster [7].

4.2. Profarmaco de camptotecina (Gly-CPT-TFA)

El derivado de la CPT se obtiene con un rendimiento del 60 % y se
caracteriza en primer lugar empleando RMN de proton y carbono, a

continuacion se muestran las sefiales obtenidas en cada caso.
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El profarmaco se analiza por HPLC, en el cromatograma se aprecia el

pico correspondiente a la Gly-CPT-TFA con un tiempo de retencion de 2,47

minutos, indicando un 97 % de pureza. Seguidamente, los resultados

obtenidos mediante espectrometria de masas indica un valor de 406

[M+H]". Los espectros de RNM estan disponibles en el anexo

correspondiente.

A GlyCPT B 40,
S
< 20
°
E
k\f Pt 406.00
. i i i i , 0 ‘\‘ i ‘ ‘.H‘ | J\. — ‘.\ X
0 2 4 6 8 10 100 200 300 400 500 600 700
t (min) (m/z)

Figura 4.1. A) Cromatograma, B) espectro de
C) sefiales de RMN (*H y **C) de Gly-CPT-TFA.
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IH (DMSO-d6): 8,73 (s,2,H7);
8,42 (s,2,H10); 8,15 (d,2,H11);
7,89 (t1,H12); 7,74 (t,1,H9);
7,31 (s,1,H14 ); 556 (5,2,H17);
5,33 (s,2,H5); 4,13 (dd,2,H23);
2,18 (M,2,H19); 0,96 (t,3,H18).
13C (DMSO-d6): 172,81 C21;
166,80 C22; 157,19 C16a;
152,93 C2; 150,35 C15; 148,29
C13; 14585 C3; 131,92 CT;
130,74 C11; 130,21 C6; 129,34
C12; C128,87 C9; 128,32 C8;
128,01 C10; 119,42 C16; 97,05
Cl4; 77,23 C20; 72,34 C23;
65,60 C17; 50,60 C5; 30,63
C19; 8,12 C18.

masas de Gly-CPT-TFA y
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4.3. Preparacion y caracterizacion de nanofarmacos de

camptotecina

4.3.1. Nanofarmacos de silice amorfa porosa (SNP-(CO)-CPT)

En primer lugar se realizd un andlisis elemental del material SNP-
COOH, obteniendo los siguientes resultados: nitrégeno 0,04 %, carbono
4,82 %, hidrogeno 1,25 % y azufre 0,36 %. El escaso porcentaje de
nitrégeno indica una oxidacion completa de los grupos cianopropil. Por otro
lado, el contenido en carbono ronda el 5 %, que corresponde a 1,00 milimol
de grupos carboxilato por gramo de material.

Por lo que respecta a la caracterizacion empleando RMN, en el
espectro de 2°Si (Figura 4.2.A) se puede apreciar la sefial mayoritaria Q.
(-119,92 ppm) correspondiente a dtomos de silicio unido a otros cuatro
mediante atomos de oxigeno (Si(OSi),) y la sefial Q, (-92,08 ppm) propia de
atomos de silicio unidos a otros dos 4tomos de silicio a traves de dos a&tomos
de oxigeno Yy a dos grupos OH (Si(OH),(OSi),). Por otro lado, se observan
los picos T, (-58,13 ppm) y T3 (-66,82 ppm) debidos a la funcionalizacién
del material. La sefial T, corresponde a un atomo de silicio unido a otros dos
a través de a4tomos de oxigeno, a un grupo OH vy a la cadena alifatica del
silano (C-Si(OH)(OSi),). Mientras quela sefial T3 corresponde a un atomo
de silicio unido a otros tres mediante &tomos de oxigeno y a la cadena
alifatica del silano (C-Si(OSi)3). La sefial mayoritaria de Q, indica una
cantidad de defectos de conectividad muy baja, es decir, la gran mayoria de
tetraedros SiO,4 estan conectados a otros cuatro compartiendo atomos de
oxigeno. Por otro lado, cuando un &tomo de oxigeno s6lo esta unido a un

atomo de silicio, forma grupos silanol (SiOH), que dan lugar a sefiales Q3 0
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Q.. Ademas, se integro el area correspondiente a cada una de las sefiales del

espectro para calcular el siguiente ratio [8]:

T,+T;
Q2+0Q3 + Q4

Se obtuvo un valor del 4,99 %, similar al obtenido por analisis elemental
(4,82 %). De este modo queda demostrado que la cantidad de carbono
analizada por andlisis elemental corresponde exclusivamente a la
incorporacion del silano.

Las bandas obtenidas en el espectro de carbono (Figura 4.2.B)
concuerdan con los datos de analisis elemental. Se puede observar a 176,29
ppm una banda intensa correspondiente al grupo carboxilo, indicando la
conversion de los grupos cianopropil en carboxipropil. Las otras tres sefiales
corresponden a los tres carbonos de la cadena alifatica.

Con el material funcionalizado se procede a la incorporacion del
farmaco, empleando diferentes concentraciones de Gly-CPT-TFA. En la
Tabla 4.1. aparecen las cantidades incorporadas que oscilan entre los 13,7 y
los 290 umoles/g. Como se puede apreciar, la cantidad incorporada depende
de la cantidad afiadida de Gly-CPT-TFA en la sintesis, con un porcentaje de
incorporacion cercano al 60 % en todos los casos. También se estudié la
influencia que tiene la incorporacién de la CPT sobre las caracteristicas
texturales de la nanoparticula mediante medidas de adsorcion de N (g). Los
datos evidencian la reduccion del area superficial BET a medida que

aumenta la cantidad de CPT incorporada.
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Tabla 4.1. Diferentes propiedades de los materiales SNP-(CO)-CPT.

Material CPT CPT CPT Area Dispersion del
afadida incorporada incorporada BET farmaco
(nmol/g) (umol/g) (%) (m*g)  (umol CPT/m?)
SNP-(CO)-CPT1 25 13,7 0,5 158,1 0,09
SNP-(CO)-CPT2 250 150 5,2 63,1 2,37
SNP-(CO)-CPT3 500 290 10,1 57,1 5,08

En cuanto a la caracterizacion de SNP-(CO)-CPT, el espectro de RMN
3C (Figura 4.2.C) muestra bandas correspondientes a los diferentes
carbonos de Gly-CPT-TFA enlazada de forma covalente a la nanoparticula.

Como se puede apreciar en la Figura 4.2.D, el material presenta una
banda de absorbancia a una longitud de onda de 368 nm, caracteristica de la
CPT. A su vez, al irradiar el material a 368 nm se registra una banda de
emision a 420 nm correspondiente a la Gly-CPT-TFA incorporada a la
nanoparticula (Figura 4.2.E).

El estudio del material SNP-(CO)-CPT por microscopia electronica de
transmision muestra diversos tipos de particulas. La Figura 4.2.G muestra
varias nanoparticulas aisladas con un tamafio similar al indicado por el
fabricante (10 nm). Por el contrario, en la imagen 4.2.H aparecen formando
agregados de varias centenas de nandmetros. De este hecho se deduce que al
incorporar el farmaco a las nanoparticulas, estas tienden a agregarse. Para
determinar la influencia de la cantidad de CPT incorporada al soporte sobre
la formacién de agregados, se realizaron medidas del didmetro
hidrodindmico mediante DLS. Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura4.2.F yen la Tabla 4.2.
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Tabla 4.2. Didmetro hidrodindmico de SNP-(CO)-CPT empleando DLS.

Material CPT Incorporada Didmetro  Intensidad
(nmol/g) (nm) (%)
SNP-(CO)-CPT 1 13,7 276 + 63 93
SNP-(CO)-CPT 2 150 295 + 120 100
SNP-(CO)-CPT 3 290 496 + 245 99

Como se puede apreciar en la Figura 4.2.F, al aumentar la cantidad de
CPT presente en las nanoparticulas, estas tienden a formar agregados de
mayor tamafio. Asi pues, la muestra con mayor cantidad de CPT (290
umol/g) llega a formar agregados de unos 500 nm. Este hecho se puede
justificar debido a un aumento en la hidrofobicidad de la superficie de la
particula, generado por un incremento del contenido de CPT en el exterior
del soporte inorganico. Consecuentemente, las nanoparticulas pierden
capacidad para estabilizarse en suspensiones de disolventes polares y
tienden a agregarse. Por otro lado, al aumentar la cantidad de farmaco unido
de forma covalente al soporte, disminuye la cantidad de grupos carboxilato
disponibles. Estos grupos situados en el exterior de las nanoparticulas
presentan cargas negativas en disoluciones acuosas de pH neutro, que
favorecen la estabilidad de las nanoparticulas en suspension [9]. Asi pues, al
obtener materiales con wuna elevada cantidad de principio activo
incorporado, siendo esta una de las caracteristicas fundamentales de un
nanorfarmaco, se observa que aumenta el didmetro hidrodinamico debido a
la agregacion. Este hecho dificulta la aplicacion in vivo de los materiales

con mayor carga de CPT.

116



Capitulo 4 | Sistemas basados en la actividad enzimatica

o
A B 5
Q4 o ~
8 r r Q
o O o
83
=g
(7]
Q
Q3 =
o
7,73 Q
0 100 200 200 100 0
3 ppm 8 (ppm)
x
<]
C - D 1o,
. r = F 2
E 5 9 b
ke §N L | 0.8
< -
d G, & X
H 3 =
© 35 § 0.6
g ©
X 04
[
5
< 0.2
0.0
100 200 300 400 500 600 700 800
nm’”
100000
E g F —— SNP-(CO)-CPT 1
1 —— SNP-(CO)-CPT 2
80000 1 . —— SNP-(CO)-CPT 3
& \
60000 B |
> §
40000+ £
200004

Figura 4.2. A) Espectro de RMN-MAS de #Si del material SNP-COOH. B)
Espectro de RMN-MAS de **C del material SNP-COOH.C) Espectro de RMN *C
CP-MAS del material SNP-(CO)-CPT. Espectros de absorcion (D) y emision (E)
del material SNP-(CO)-CPT. F) Diametro hidrodinamico de los materiales SNP-

(CO)-CPT empleando DLS. G y H) Imagenes de TEM del material SNP-(CO)-
CPT2.
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Incorporacion del fluorocromo Cy5.5

Sobre el material SNP-(CO)-CPT2 150 umol/g también se enlaza de
forma covalente el cromoforo Cy5.5. De esta forma se podra determinar la
biodistribucion de las nanoparticulas mediante imagenes de fluorescencia y
bioluminiscencia in vivo. Se emplea Cy5.5 debido a que su maximo de
absorcion estd situado proximo a la zona de infrarrojo cercano (600-900
nm). En este intervalo de longitudes de onda la mayoria de cromdforos del
organismo como la hemoglobina, melanina y lipidos presentan baja
absorbancia, de este nodo la radiacién puede penetrar varios centimetros,
permitiendo obtener imagenes de oOrganos y tejidos de los animales de
experimentacion [10]. La incorporacion del cromoforo se comprueba
mediante espectroscopia de UV-vis y fluorescencia.

En el espectro UV-Vis (Figura 4.3.A) se pueden distinguir dos bandas
a 368 y 684 nm, correspondientes a los maximos de absorcion de CPT y
Cy5.5 respectivamente. Asi mismo, en el espectro de fluorescencia se puede
observar una banda a 420 nm correspondiente a la emision por parte de la
CPT tras irradiar la muestra a una longitud de onda de 368 nm (Figura
4.3.B). Por otro lado, en la Figura 4.3.C se puede apreciar una banda de
emision a 710 nm generada al irradiar la muestra a una longitud de onda de
684 nm asignada a Cy5.5 anclado a la nanoparticula.

Respecto del tamafio de particula, el nanofarmaco mantiene un estado
de agregacion similar tras la incorporacion del marcador Cy 5.5. El proceso
de anclaje del espaciador e incorporacion de Cy 5.5 no afectan al diametro
hidrodinamico del nanofarmaco (Figura 4.3.D y Tabla 4.3).
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Tabla 4.3. Diametro hidrodindmico de SNP-(CO)-Cy5.5.

Material Diametro Intensidad
(nm) %
SNP-(CO)-Cy5.5 204 + 62 100
1,04 2
A b B 120000 °
0,84 g
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Figura 4.3. A) Espectro de absorcion UV-vis del material SNP-(CO)-Cy5.5. B) y
C) Espectros de emisién de fluorescencia tras excitar la muestra a 368 nm y 684
nm respectivamente. D) Medida del didmetro hidrodindmico del material SNP-
(CO)-Cy5.5 empleando DLS.

4.3.2. Nanofarmacos de silice mesoporosa MCM-41 (MSN-(CO)-CPT)
Los resultados de anélisis elemental del material MSN-COOH indican
los siguientes porcentajes por elemento: nitrégeno 0,03 %, carbono 6,26 %,
hidrogeno 1,21 % y azufre 0,09 %. Son similares a los obtenidos en el caso
del material SNP-COOH, si bien en este caso el porcentaje de carbono es

algo mayor y corresponde a 1,30 mmol de grupos carboxilo por gramo.
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Tras la funcionalizacion del material solo se observa un pico a 2,32
(26) correspondiente al plano de simetria (100) (hkl). Esta ligera pérdida de
ordenacién en la estructura mesoporosa puede deberse a la limitada
estabilidad del material MCM-41 [11], especialmente, tras un tratamiento
oxidante en medio acuoso acido a elevadas temperaturas durante varias
horas (Figura 4.4.A). Por otro lado, la cantidad de CPT incorporada es algo
mayor en el caso de materiales mesoporosos, aumentando hasta en un 20 %

respecto al material amorfo equivalente (Tabla 4.4).

Tabla 4.4. Incorporacion de CPT a MSNP-COOH.

Material CPT CPT CPT CPT
afadida Incorporado incorporada incorporada

(umol/g) (%) (1mol/g) (%)

MSN-(CO)-CPT1 25 66 16,5 0,6

MSN-(CO)-CPT2 250 76 190 6,6

Para las MSN, los pardmetros texturales apenas varian de en funcion
de la cantidad de CPT incorporada. Debido al gran area superficial que
presentan estos soportes, la incorporaciéon del farmaco apenas afecta a su
valor (Tabla 4.5).

Tabla 4.5. Propiedades texturales de los materiales MSN.

Material CPT Area Volumen  Diametro  Dispersion del
incorporada BET Poro de farmaco
(pmol/g) (m%g) (cm®g) poro* (umolCPT/m?)
A)
MSN-(CO)-CPT1 16,5 732,53 0,59 25,4 0,02
MSN-(CO)-CPT2 190 740,13 0,72 26,8 0,26

* Aproximacion KJS [12].
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Respecto de las caracteristicas estructurales del material MSN-(CO)-
CPT, el espectro de RMN de **C muestra bandas correspondientes a los
diferentes carbonos de la Gly-CPT-TFA ligados covalentemente a la
particula (Figura 4.4.B).

La imagen de TEM muestra particulas nonodispersas de un tamafo
ligeramente superior a los 100 nm. Esta caracteristica facilita su aplicacion
in vivo, debido a su tamafio y a su estabilidad en disoluciones acuosas. En la
imagen también se pueden apreciar la disposicion hexagonal los canales
situados de forma perpendicular al plano de la fotografia (Figura 4.4.C).

En lo referente al tamafio de particula, al igual que en caso del material
SNP-(CO)-CPT, las nanoparticulas con méas carga de CPT tienden a formar
agregados de mayor tamafo, debido a su mayor hidrofobicidad, y a la
deficiente dispersion en medio acuoso. Si bien es este caso, debido al
tamario del diametro hidrodinamico (271 nm) se trata de agregados de pocas
particulas, a diferencia de lo ocurrido con el material SNP-(CO)-CPT en el
cual se forman racimos de varias decenas de nanoparticulas. Esto puede
deberse a que en el caso de los materiales mesoporosos, parte de la carga del
farmaco se dispone en el interior de los canales de la estructura. Asi pues,
con una superficie con menor cantidad de CPT y consecuentemente menos

hidrofoba, se produce una menor agregacion de las particulas.

Tabla 4.6. Diametro hidrodinamico de MSN-(CO)-CPT.

Material Cantidad Didametro Intensidad
incorporada (nm) %
(kmol/g)
MSN-(CO)-CPT1 14,6 190 + 61 100
MSN-(CO)-CPT2 190 271 +£113 98
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Figura 4.4. A) Espectro de difraccion de rayos X del material MSN-(CO)-CPT2.
B) Espectro de RMN-MAS de *C de MSN-(CO)-CPT2. C) Micrografia obtenida
mediante TEM. D) Didmetro hidrodindmico de los materiales MSN-(CO)-CPT1 y
MSN-(CO)-CPT2 empleando DLS.

4.3.3. Nanofarmacos de silice mesoporosa organizada de poro ultra-
grande (FSN-(CO)-CPT)

Los resultados del analisis elemental obtenidos para el material FSN-
COOH son los siguientes: nitrogeno 0,08 %, carbono 8,12 %, hidrégeno
1,37 % y azufre 0,10 %. El porcentaje de carbono obtenido corresponde a
1,69 mmol/g de grupos carboxilo incorporados sobre la superficie del
material. A la vez que aumenta el didmetro de poro del material, también lo
hace la cantidad de grupos carboxilo incorporados tras la modificacion del
material. De este modo, al aumentar la cantidad de grupos con carga
negativa en la superficie del material se incrementa su estabilidad en

disoluciones acuosas, debido a la repulsion entre cargas de mismo signo.
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Tabla 4.7. Incorporacion de CPT al material FSN-COOH.
CPT CPT CPT CPT Dispersion
afadida  Incorporado incorporada incorporada  del fArmaco

pmol/g % pmol/g % (m/m) umolCPT/m?

250 44 109 3,8 0,49

Se comprueba que al modificar las nanoparticulas e incorporar el

farmaco, disminuyen el area superficial y tanto el volumen como didmetro

de poro.
Tabla 4.8. Propiedades texturales de los materiales FSN.
Material Area  Volumen Volumen Diametro  Diametro
BET poro poro de poro de poro
m?g  adsorcion desorcién adsorcién  desorcién
cm®lg cm’/g A A
FSN 453,1 0,76 0,83 154 63
FSN-COOH 292,3 0,64 0,65 172 60
FSN-(CO)-CPT 2199 0,43 0,56 143 39

En la Figura 4.5.A se puede observar la variabilidad de tamafio de particula
que presenta el material FSN-(CO)-CPT, el rango comprende didmetros de
menos de 100 nm y méas de 300 nm. Ademas, el nanofarmaco se presenta en
forma de nanoparticulas dispersas. También se puede apreciar que el tamafio
de poro es sensiblemente mayor que el observado para el material MSN-
(CO)-CPT.

Al igual que en los casos anteriores, al incorporar el farmaco a la
superficie de las nanoparticulas, estas tienden a agregarse. Como resultado,

el didmetro hidrodindmico practicamente duplica su valor. Por otro lado,
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cuando el material se modifica con grupos carboxilo se observan dos
poblaciones con diferente tamafio. En primer lugar, un grupo con un
didmetro medio de 51 nm, que representa el 23 % de las particulas medidas

y otro conjunto con un diametro hidrodindmico de 187 nm.

5 ——FSN
——FSN-COOH
] — FSN-(CO)-CPT
a

Intensidad (%)

100 1000 10000
d (nm)

Figura 4.5. A) Imagen del material FSN-(CO)-CPT empleando TEM. B) Media
del didmetro hidrodinamico del material FSN-(CO)-CPT mediante DLS.

Tabla 4.9. Diametro hidrodindmico de los materiales FSN

Material Diametro Intensidad
(nm) %
FSN 190+ 70 98
FSN-COOH 187 +97° 75°
51 +13° 23"
FSN-(CO)-CPT 354 £ 57 96

2 Didmetro medio 51 nm y ° Didmetro medio 187 nm. Ver figura4.5.B.

4.4. Ensayos de liberacion en medio acuoso

Con el fin de establecer el material con mayor potencial terapéutico se
realizaron diferentes ensayos de liberacion. En los experimentos se
simularon condiciones fisiologicas para evaluar la estabilidad de los
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materiales en organos y fluidos. Ademas, se estudiaron los procesos que
gobiernan la liberacion de la CPT a parir de los nanofarmacos. El material

elegido se empled en los posteriores ensayos in vitro e in vivo.

4.4.1. Influencia del pH

Todos los materiales preparados presentan gran estabilidad en
disoluciones acuosas con un pH menor de 10 unidades, siendo la hidrélisis
inferior al 10 % a 3 h. Por el contrario, los porcentajes de CPT liberados
aumentan considerablemente a partir de pH 12. Finalmente, el material se
disuelve completamente a un valor de pH 13, liberando la totalidad de la
carga. Cabe mencionar que la disolucion total de las nanoparticulas dificulta
la cuantificacion de la droga.

Se puede observar que la hidrolisis basica del enlace éster del
nanofarmaco estd favorecida frente a la hidrolisis acida. Este hecho
garantiza su estabilidad a pH fisiologico (7,4) debido a la escasa liberacion
del farmaco por hidrélisis no enzimatica. Por otro lado, el material presenta
una marcada estabilidad a un valor de pH ligeramente &cido,
consecuentemente no se liberara el principio activo en los lisosomas tras el
proceso de endocitosis. Asi pues, la liberacion de la CPT dependera
exclusivamente de la actividad enzimatica, de este modo se favorece la
liberacion especifica del farmaco en los tejidos y fluidos que contengan la
enzima especifica.

La robustez mostrada por el nanofarmaco en un intervalo extenso de
valores de pH podria facilitar su aplicacién terapéutica, ya que no se liberara
CPT de un modo sistémico e incontrolado a pH fisiologico. Este hecho

ayudaria a reducir la toxicidad y efectos secundarios del principio activo.
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Figura 4.6. Liberacion de CPT a partir del material SNP-(CO)-CPT1 en funcién
del pH. Condiciones experimentales: T =37 °C,t =3 hy 5 mg/ml.

4.4.2. Influencia de la concentracion de camptotecina

Para determinar la influencia que tiene la cantidad de CPT incorporada
al material sobre la cinética de liberacion, se llevaron a cabo ensayos a un
pH de doce unidades con los materiales SNP-(CO)-CPT1 (13,7 umol/g) y
SNP-(CO)-CPT2 (150umol/g). Tras 24 h el material con menor cantidad de
farmaco libera mas de un 80 % de la carga, mientras que el material SNP-
CPT-2 no alcanza el 40 %. Asi pues, el material con mayor carga de CPT
presenta una liberacion méas lenta. Esta caracteristica es deseable para
sistemas de liberacion de farmacos, debido a que este tipo de cinéticas
pueden ser ventajosas en los tratamientos frente al cancer de larga duracion
[13]. De hecho, se ha propuesto que la combinacion de una cinética de
liberacion lenta, con un tiempo de aclarado plasmatico superior mejora la

actividad terapéutica del nanofarmaco respecto al farmaco libre [14].
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Figura 4.7. Liberacion de CPT a partir de materiales SNP-(CO)-CPT con diferente
carga de farmaco. Condiciones experimentales: T=37°C,t=24h,pH=12y5

mg/ml.

4.4.3. Influencia del diametro de poro

En este apartado se compara la cinética de liberacion de varios
materiales con propiedades texturales diferentes para determinar en que
medida afecta el tamafio de poro a la liberacién del farmaco.

En el gréafico se observa que el material con mayor diametro de poro
(FSN-(CO)-CPT) presenta una cinética de liberacion sensiblemente mas
rapida, liberando mas del 70 % de su carga tras 24 horas. Por su parte, el
material MSN-(CO)-CPT2 libera aproximadamente un 55% de CPT en el
mismo periodo. Finalmente, el material SNP-(CO)-CPT2 apenas libera un
30 % para ese mismo tiempo. Asi pues, en la medida que disminuye el
didmetro de poro del material se dificulta la difusion interna del medio
liquido lo que, a su vez, conduce a una velocidad de difusion menor de la
molécula de la CPT. En el apartado siguiente se analizara la influencia de la

porosidad del material y el modelo cinético de liberacion del farmaco.
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Figura 4.8. Liberacion de CPT a partir de diferentes materiales con diametro de
poro variable. Condiciones experimentales: T =37 °C, t =24 h,pH =12y 5
mg/ml.

4.4.4. Modelos cinéticos

El modelo cinético determina la aplicacion in vivo del nanofarmaco,
tanto a nivel de administracion como de toxicidad. Por ello, antes de
seleccionar un vehiculo de CPT para los estudios en cultivos celulares se

analizo la influencia de la porosidad del material en dicho modelo cinético.

SNP-(CO)-CPT

Los datos experimentales presentan un buen ajuste a la mayoria de
modelos cinéticos. EI mejor coeficiente de regresion se obtiene empleando
la ecuacién de Higuchi, en este modelo la liberacién del farmaco esta
gobernada por procesos de difusion. A su vez, las ecuaciones de Bhaskar y
Ritger-Peppas también presentan buenos coeficientes de regresion. El
parametro n obtenido mediante la ecuacion de Ritger-Peppas es inferior a
0,45, indicando un control de la cinética por difusion al igual que en el

modelo de Higuchi.
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Figura 4.9. Graficas correspondientes a diferentes modelos de liberacion:
A) Higuchi, B) primer orden, C) Bhaskar y D) Ritger-Peppas para SNP-(CO)-
CPT2. Condiciones de proceso: T=37°C,t=24 h, pH =12y 5 mg/ml.

Tabla 4.10. Parametros de los diferentes modelos empleados en SNP-(CO)-CPT2.

Parametro Higuchi Primer orden Bhaskar Ritger-Peppas
K 0,065 0,016 0,049 0,084
n 0,40
r? 0,9952 0,9211 0,9853 0,9831

MSN-(CO)-CPT2
En este caso los resultados obtenidos se ajustan a las diferentes

ecuaciones con buenos indices de correlacion, si bien, al igual que en el
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apartado anterior, el mejor coeficiente de correlacion se obtiene empleando

el modelo de Higuchi.
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Figura 4.10. Gréficas correspondientes a diferentes modelos de liberacion:
A) Higuchi, B) primer orden, C) Bhaskar y D) Ritger-Peppas para MSN-(CO)-
CPT2. Condiciones de proceso: T=37°C,t=6h, pH =12y 5 mg/ml.

Tabla 4.11. Parametros de los diferentes modelos empleados en MSN-(CO)-CPT2.

Paradmetro Higuchi Primer orden Bhaskar Ritger-Peppas
K 0,201 0,120 0,207 0,235
n 0,38
r? 0,9931 0,9248 0,9875 0,9843
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FSN-(CO)-CPT

Los datos obtenidos en experimentos de liberacion presentan buenos
indices de correlacion en el ajuste realizado segun los diferentes modelos
cinéticos. Los mejores resultados son los obtenidos para las ecuaciones de
Higuchi y Bhaskar, modelos en los que la liberacion del farmaco esta

gobernada por procesos de difusion.
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Figura 4.11. Gréficas correspondientes a diferentes modelos de liberacion:
A) Higuchi, B) primer orden, C) Bhaskar y D) Ritger-Peppas para FSN-(CO)-CPT.
Condiciones de proceso: T=37°C,t=6 h, pH =12 y 5 mg/ml.

Tabla 4.12. Pardmetros de los diferentes modelos empleados en. FSN-(CO)-CPT

Parametro Higuchi Primer orden Bhaskar Ritger-Peppas
K 0,260 0,188 0,314 0,216
n 0,65
r? 0,9924 0,9879 0,9892 0,9751
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A la luz de los resultados obtenidos, el mecanismo de difusion de es el
de mayor influencia en la liberacion del farmaco a tiempos inferiores a 6 h,
y el modelo de Higuchi es el que mejor se ajusta a los datos experimentales
en la mayoria de los casos. Comparando los valores de la K de Higuchi
entre los diferentes materiales ensayados, de nuevo se observa como su
valor aumenta con el diametro de poro, de manera que Krsn>Kusn>Ksne, €n
coherencia con los resultados obtenidos en experimentos de hidrdlisis a 24
h.

4.5. Ensayos de estabilidad en medio fisiologico

En base a los resultados obtenidos sobre el modelo de liberacion de
CPT en los diferentes nanomateriales, para la realizacion de ensayos en
medio fisioldgico, asi como para los posteriores estudios de citotoxicidad se
selecciond el nanofarmaco basado en nanoparticulas de silice amorfa
(SNP-(CO)-CPT) por varios motivos: en primer lugar su produccion es
simple y tiene un coste menor de fabricacion que los materiales porosos.
Esto permite su fabricacion industrial y la posibilidad de adquirirlas a través
de diversos distribuidores comerciales con un bajo coste. Este hecho
facilitaria la produccion de SNP aplicadas a la difusion de farmacos, debido
a la capacidad de producir grandes cantidades de soporte con un coste
limitado. Ademas, si bien la cantidad de farmaco incorporada es algo menor
que en el caso de los materiales mesoporosos con tamafio de particula
equivalente (alrededor de un 20 %), la cantidad de farmaco presente en el
soporte depende en mayor medida de la cantidad de profarmaco afiadido en
la sintesis. Asimismo, las SNP dispensan el farmaco de un modo mas

pausado que el resto de materiales empleados en los experimentos
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realizados. Por ultimo, las SNP presentan una mayor resistencia mecanica y
estabilidad, permitiendo un almacenamiento prolongado.

Se comprueba la estabilidad de SNP-(CO)-CPT1 en suero humano y
PBS para un tiempo de 3 h. En ambos casos el porcentaje liberado es
inferior al 5 % (Figura 4.12.A). El material presenta una liberacion
inespecifica de CPT muy baja. Algo que supone una gran ventaja en su
aplicacion in vivo, ya que la gran mayoria del farmaco permanecera anclado
al soporte tras la administracion intravenosa, evitando asi que la CPT
alcance una distribucion sistémica en el organismo. Este hecho puede
suponer una reduccién en la cantidad e intensidad de efectos secundarios
provocados por el farmaco.

Asimismo, se ha determinado la estabilidad del material en suero
humano a diferentes tiempos. Como se puede apreciar en la Figura 4.12.B,
tras 24 h en suero humano el porcentaje liberado es inferior al 10 %.
Indicando que el tipo de enlace empleado para unir la CPT de forma

covalente al soporte inorganico no es sensible a las esterasas plasmaticas.

B
A 100 10
5l a
7.5
- -
D_ e
g 50 :
© 50 o
Q ®
2 5 4
X £
° (J
25 > 2qm/
/
0.0 . . 0 . . : . .
Suero Humano PBS 0 5 10 15 20 25

t (h)

Figura 4.12. A) Porcentaje de CPT liberado a partir del material SNP-(CO)-CPT1
tras tres horas en suero humano y PBS. T = 37 °C, t = 3 h, se emplea suero humano
y una disolucion de PBS. B) Ensayo de estabilidad de SNP-(CO)-CPT1 en suero

humano. T =37 °C, t = 24 h, se emplea suero humano.
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Los resultados obtenidos en los experimentos de este apartado ponen
de manifiesto la robustez del nanofarmaco SNP-(CO)-CPT en fluidos
fisiologicos. Por lo tanto, es posible suponer que este material no liberara
CPT en el torrente sanguineo tras ser inyectado, o lo hara de manera muy

lenta, evitando asi efectos adversos no deseados.

4.6. Estudios en cultivos celulares

4.6.1. Ensayo MTT

Tras comprobar la estabilidad del material SNP-(CO)-CPT en medio
fisiolégico, se procedid a valorar su actividad antineoplasica en diferentes
lineas celulares. En la Figura 4.13. se muestran imagenes correspondientes a
uno de los ensayos de viabilidad celular MTT. Se puede observar como al
tratar el cultivo durante 72 h con el material SNP-COOH (Figura 4.13.C)
apenas se altera la supervivencia celular. Por el contrario, al afiadir CPT o el
nanofarmaco SNP-(CO)-CPT al medio se provoca la muerte un gran

namero de celulas (Figuras 4.13.A 'y B).

Figura 4.13. Fotografias de cultivos celulares HelLa empleando microscopio
invertido tras 72 h de incubacion con: A) 1,25 ug/ml de CPT. B) 1,25 pg/mi
equivalentes de CPT empleando el material SNP-(CO)-CPT2. C) Material SNP-
COOH.
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De acuerdo a los resultados mostrados en la Figura 4.14. y en la Tabla
4.13 el material SNP-(CO)-CPT2 presenta una actividad antitumoral
ligeramente inferior a la CPT en los diferentes tipos celulares, como se
puede observar al comparar los valores de 1Cso obtenidos. Los resultados
son similares a los obtenidos para otros sistemas de liberacion de farmacos,
ya estén unidos de forma covalente al soporte [15] o simplemente
adsorbidos [16]. En este sentido debe indicarse que la liberacién de la CPT
mediante hidrdlisis enzimatica puede verse afectada por impedimentos de
tipo estérico que imposibilitan la completa liberacion de la carga. Ademas,
el efecto citotoxico depende en gran medida de la linea celular, siendo HT-
29.Fluc y HelLa las més sensibles. Esto podria deberse a que la CPT anclada
al material se libera mediante hidrolisis enzimética del éster situado en la
posicion OH 20 de la molécula. Por ello, la actividad antitumoral varia
dependiendo del tipo y cantidad de esterasas expresadas en cada tipo celular.
Por ultimo, el material SNP-COOH no induce muerte celular en el rango de
concentraciones empleadas (hasta 0,350 mg/ml), indicando que el efecto
citotoxico de SNP-(CO)-CPT2 se debe exclusivamente a la CPT liberada a
partir del material y no al vehiculo.

Tabla 4.13. Valores de ICs, para CPT y SNP-(CO)-CPT2 en diferentes lineas

celulares.

Linea celular CPT? SNP-(CO)-CPT2*
HelLa 0,008 + 0,003 0,014 + 0,006
HT-29.FLuc 0,002 + 0,001 0,006 + 0,002
HCT-116 0,039 £ 0,012 0,120 £ 0,011
U-87 MG 0,061 + 0,024 0,144 + 0,035

®Los valores representados indican la media y el error estandar (ug CPT/ml)
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Figura 4.14. Gréficas de ensayos de viabilidad celular MTT para diferentes tipos
celulares: A) HCT-116, B) HT-29.Fluc, C) U-87 MG y D) HelLa. Cada valor

representa la media + error estandar (e.e).

4.6.2. Ensayos de internalizacion celular

En la Figura 4.15 se muestran los resultados del ensayo de
internalizacion celular por microscopia confocal llevado a cabo con el
nanofarmaco SNP-(CO)-Cy5.5 y agentes de tincién especificos. Las
imagenes A y D corresponden al marcaje celular con lysotracker®, un
colorante que tifie de forma especifica los lisosomas. A su vez, las
fotografias B y E corresponden a células tratadas con SNP-(CO)-Cy5.5.
Como se puede apreciar en C y F, las nanoparticulas colocalizan con la

sefial correspondiente al cromoforo lysotracker®. Para confirmar que las
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dos sefiales proceden del mismo organulo y no a la superposicion de las
particulas y lisosoma en el eje vertical, se tomaron imégenes a diferentes
alturas del eje z. Mediante esta técnica se determina que las dos sefales
provienen de un mismo plano focal lateral, confirmando la localizacién de
las particulas en el lisosoma. Ademas, también se puede apreciar que al
aumentar la cantidad de nanoparticulas presentes en el cultivo, también
aumenta la cantidad de particulas internalizadas. Estos datos indican que las
nanoparticulas son capaces de alcanzar el interior de la célula transportando
la CPT. También revelan que el mecanismo de internalizacion consiste
probablemente en una endocitosis dependiente de la concentracion de

nanoparticulas presentes en el medio.

Lysotracker SNP-(CO)-CyS.5 Superposicion

7,5 pg/ml

750 pg/ml

Figura 4.15. Internalizacion de nanoparticulas a dos concentraciones diferentes
empleando microscopia confocal. Las imagenes A y D corresponden a las células
cultivadas con Lysotracker que tifie exclusivamente los lisosomas. Por otro lado, se
pueden apreciar las particulas del material SNP-(CO)-Cy5.5 en las fotografias B y

E. Las fotografias C y F muestran la superposicion de A-B y D-E respectivamente.

En la Figura 4.16. se ha llevado a cabo la cuantificacién de la

colocalizacion mostrada en la Figura 4.15. sobre una seccién y area
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determinada. Asi, la fotografia situada a la izquierda muestra la ROI, que
unicamente incluye una célula, sobre la que se realiza la cuantificacion. La
imagen de la derecha muestra la estadistica de cuadrantes correspondiente a
la medida de la sefial de Lysotracker® (Ch2) y SNP-(CO)-Cy5.5 (Ch3).
Como se puede apreciar en el cuadrante (Ch2+, Ch3+) la gran mayoria de
puntos con sefial de Cy5.5 tienen, a su vez sefial del Lysotracker®,

demostrando que las dos sefiales proceden de un mismo organulo.
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Figura 4.16. Cuantificacion de la colocalizacion sobre una seccion y area
determinada. A) Region de interés (ROI) sobre la que se realiza la cuantificacion.
B) Cuantificacion de la sefial debida al Lysotracker® (Ch2) y a SNP-(CO)-Cy5.5
(Ch3).

Cabe indicar que las nanoparticulas del material SNP-(CO)-Cy5.5 en
ningun caso alcanza el nacleo celular. Esto se observa en las imagenes de
microscopia confocal de la Figura 4.17. Asi, la imagen A corresponde a la
adicion de dos colorantes. Por un lado el colorante DAPI, tifie de forma
especifica el nucleo celular de color azul y por otro lado, el tinte
lysotracker®, que marca Unicamente los lisosomas de color verde. La
fotografia B corresponde a las particulas de SNP-(CO)-Cy5.5 (color rojo).
Finalmente, en D se puede comprobar que las particulas de silice
colocalizan exclusivamente con los lisosomas, y que no hay particulas en

otros organulos.
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Figura 4.17. Internalizacién del material SNP-(CO)-Cy5.5 (7,5 ug/ml) empleando
microscopia confocal. La imagen A) corresponde a la tincion celular realizada con
lysotracker y DAPI, empleados para visualizar lisosomas y ndcleo celular,
respectivamente. Mientras que la fotografia B) corresponde a la tincién del ndcleo
celular con DAPI, observandose una particula del nanofarmaco. La imagen C)

muestra la superposicion de las fotografias A) y B).

4.6.3.Ensayo de citometria de flujo

Se estudié el mecanismo de muerte celular mediante esta técnica. Los
resultados (Figura 4.18.A) indican que el tratamiento con SNP-(CO)-Cy5.5
induce un blogueo del ciclo celular en la etapa G,/M debido a la alteracion
en la estructura del ADN. Ello implica que la CPT liberada del soporte
provoca la estabilizacion del complejo topoisomerasa I-ADN, impidiendo la
union de los extremos de la hebra de ADN e induciendo dafios en la cadena
[17]. Cuando esto ocurre la célula no supera el punto de chequeo G,/M vy se
interrumpe el ciclo celular [18]. Aunque el bloqueo del ciclo celular puede
ser reversible, si los agentes que causan el dafio en la estructura del ADN
permanecen, se produce una activacion de los mecanismos de la muerte
celular.

Este mismo efecto también se observo en las células tratadas con CPT
en mayor grado, en concordancia con los resultados obtenidos en los
ensayos de viabilidad celular. Por el contrario, no se aprecian diferencias en

la distribucion del ciclo celular entre el grupo control y el tratado con el
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material SNP-COOH. Ademas, también se observé la morfologia celular
empleando microscopia Optica (Figura 4.18.B). La adicién de CPT o SNP-
(CO)-Cy5.5 sobre el cultivo celular provoca agrandamiento de las células,
como es de esperar tras provocar dafios en el ADN. Por otro lado, no se
producen cambios en la estructura celular tras la adicién de SNP-COOQOH en
comparacion con el grupo control, indicando que SNP-COOH no provocan
ninguna alteracion en el ciclo celular. Estos resultados concuerdan con los

obtenidos en el ensayo MTT y en citometria de flujo.
A

Control SNP-COOH CPT SNP-(CO)-Cy5.5

150 1504
113 13
75
38

Count

Count

Figura 4.18. A) Citometria de flujo de células HT-29.Fluc. B) Iméagenes de

microscopia de contraste de fases de células HT-29.Fluc.

4.7. Conclusiones parciales

A lo largo de este capitulo se ha descrito la sintesis de nanofarmacos
con diferentes estructuras basadas en silice. En primer lugar, se ha
demostrado que el anclaje covalente de la Gly-CPT-TFA al soporte por
formacion de enlace amido es una excelente forma de incorporar el farmaco,

consiguiendo materiales con una carga de hasta 290 umol CPT/g.
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Por otro lado, se ha determinado la influencia que tiene la cantidad de
CPT fijada en el nanofarmaco sobre el diametro hidrodindmico. Se observd
como al aumentar la cantidad de farmaco incorporado, las particulas tienden
a formar agregados. Esto se debe a que la incorporacion del farmaco en la
superficie de las particulas aumenta su caracter hidréfobo, de tal manera que
al suspender las nanoparticulas en disoluciones acuosas estas tienen a
agruparse para minimizar el &rea en contacto con la disolucion.

También se ha estudiado la liberacion de la CPT a partir de los
nanofarmacos. A través de los resultados obtenidos se ha determinado que
la difusion es el fenébmeno que mayor influencia ejerce sobre la liberacién
de CPT. Ademas, se investigo a cerca de la influencia del tamafio de poro
sobre la liberacidn del farmaco, estableciendo que la constante de difusion
de Higuchi aumenta a la vez que lo hace el diametro de poro del material.
Esto es debido a que al aumentar el didmetro de poro se favorece la difusién
de la disolucion acuosa a traves de los canales, facilitando la salida de las
moléculas de CPT hacia el exterior. Por otro lado, el material SNP-(CO)-
CPT es el que muestra una menor constante de Higuchi, este hecho puede
explicarse a causa del estado de agregaciéon que presenta el nanofarmaco,
que obstaculiza la propagacién de la disolucién acuosa (polar) entre la
agrupacion de nanoparticulas (hidréfobas).

Ademas, se comprob0 la estabilidad del nanofarmaco SNP-(CO)-CPT1
en disoluciones acuosas y suero humano. La escasa liberacion inespecifica
de CPT a pH neutro y &cido, asi como en suero humano limitaria la
distribucion sistémica del farmaco tras la administracion intravenosa. Este
hecho podria suponer una disminucién en la intensidad de los efectos

secundarios y una mejora en la actividad terapéutica.
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En referencia a la actividad antineoplasica del nanofarmaco, cabe
destacar que mostr6 unos valores de ICsy ligeramente inferiores a los
obtenidos para la CPT. Este descenso en la actividad antineoplasica puede
deberse a impedimentos de tipo estérico que dificultan la hidrélisis
enzimatica del enlace éster. Por otro lado, el material modificado con grupos
carboxilo (SNP-COOH) no mostr6 ningun efecto toxico a las
concentraciones empleadas, confirmando que la toxicidad del nanofarmaco
SNP-(CO)-CPT2 depende exclusivamente de su contenido en CPT.

Por ultimo, los resultados obtenidos en los ensayos de internalizacion
indican que probablemente las nanoparticulas se adentraron en la célula
mediante un proceso de endocitosis dependiente de la concentracion.
También se observd que el material SNP-(CO)-CPT no alcanzé el nucleo
celular. Indicando que la CPT incluida en el material se libera en el citosol

debido a la accién de esterasas y difundid hacia el nucleo.
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5. Sistemas de liberacion basados en mecanismos redox

5.1. Fundamento

Este tipo de sistemas se ha empleado con éxito en diferentes tipos de
soportes como: micelas, capsulas, polimeros, nanogeles y nanoparticulas de
silice mesoporosa [1]. En el caso mas habitual, la liberacion del farmaco
depende de la reduccién de enlaces disulfuro, aprovechando la diferencia de
potencial redox existente entre el exterior celular y el citoplasma [2-3].

El gradiente de potencial redox se genera gracias a la presencia de
agentes reductores como nicotinamida adenina dinucle6tido (NADH), acido
dihidrolipoico (DHLA), tioredoxina (Trx), peroxiredoxinas (Prx) y glutation
(GSH) en el citosol [4-5].

Dicha caracteristica permite la liberacion del principio activo de forma
selectiva en el interior celular. Ademas, al producirse una sobrexpresion de
GSH en células tumorales [6], se potencia la escision del enlace disulfuro en
el interior de las células patoldgicas frente a las células sanas.

Por otro lado, cuando la reduccion del enlace promueve la ruptura de
otros enlaces dentro de la molécula se habla de mecanismos de tipo self-
immolative [7].

En este caso, el lugar de activacion del profarmaco es diferente al de
escision [8]. Existen diferentes ejemplos de aplicacion de estos sistemas en
la difusién de diferentes agentes terapéuticos como antibidticos [9] y
agentes antitumorales [10-14].

En este capitulo se han empleado nanofarmacos sensibles a la accion

de estimulos reductores, que liberaron CPT mediante un mecanismo self-
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immolative [15]. A continuacion se procede a desarrollar la sintesis y

caracterizacion de los profarmacos y nanofarmacos preparados.

5.2. Preparacion y caracterizacion de los profarmacos de
CPT

El proceso global de la sintesis de precursores y profarmacos se

esquematiza en la Figura 5.1.
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Figura 5.1. Esquema de sintesis de los precursores (2) y profarmacos (4).

5.2.1. Preparacion y caracterizacion de los precursores de los
profarmacos de CPT

Se obtuvieron tres precursores con la estructura indicada en la Figura
5.1.(2). Se diferencian entre si por el nimero de carbonos de la cadena
lateral (n =1, 2, 3).

2-(piridin-2-ildisulfanil)etanol (n = 1)

El compuesto se obtuvo con un rendimiento del 80 % y una pureza del
85 %. Los resultados de espectrometria de masas indican un valor m/z de
187 que corresponde a [M]". La molécula también se caracteriz6 empleando

RMN (Figura 5.2.).
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3-(piridin-2-ildisulfanil)propan-1-ol (n = 2)

Se alcanzd un rendimiento del 64 % y una pureza del 99 %. Los
resultados de espectrometria de masas indican un valor m/z de 201
correspondiente a [M]*. En lo que refiere a la caracterizacion mediante
RMN, se realizaron experimentos de *H y **C (Figura 5.2.).

4-(piridin-2-ildisulfanil)butan-1-ol (n = 3)

Se consigui6 un rendimiento del 83 % y una pureza del 93 %. Los
resultados de espectrometria de masas indican un valor de m/z de 216, que
se asigna a [M+H]". Se emple6 RMN para concluir la caracterizacion del

compuesto (Figura 5.2.).

1H (300 MHz,CDCly) 8 8,52(d, 1H); 7,58(t, 1H);
/ 7,42 (d,1H); 7,13 (t,1H); 3,81 (t,2H); 2,97 (t,2H).

1C (75 MHz,CDCl) § 159,14; 149,82; 136,84;
n=1 121,87; 121,48; 58,30; 42,69.

IH (300 MHz,CDCl;) & 8,46 (dd,1H); 758
| | m2r: 7.03mak); 37a(2H); 289 (2H);
NN, 1,87 (M,2H).

13C (75 MHz,CDCly) § 159,38; 147,67; 139,24;
121,55; 120,19; 60,54; 36,34; 31,42.

1H (300 MHz, MeOD) 5 8,36 (s,1H); 7,83 (m,2H);
= | 7,21 (s,1H); 2,80 (d,2H); 1,71 (d,2H); 1,58 (d,4H).

18C (75 MHz, MeOD) & 161,41; 150,07; 140,84;
123,21;122,38; 62,69; 40,50; 32,60; 26,81.

Figura 5.2. Sefiales de RMN (*H y ™C) correspondientes a cada uno de los

precursores.

149



Capitulo 5 | Sistemas de liberacion basados en mecanismos redox

5.2.2. Preparacion y caracterizacion de los profarmacos

A partir de los precursores anteriores se obtuvo 3 profarmacos de CPT
de acuerdo a la estructura mostrada en la figura 5.1.(4). Por tanto, n puede
ser1,203.

Piridilditioetil carbonato de camptotecina (CPT-OCOO-C2-SS-Py, n=1)

Empleando HPLC-MS se cuantificd la pureza, alcanzando hasta un
95% (60-95%). Se pudo observar que el tiempo de retencion para CPT-
OCOO0-C2-SS-Py (25 min) es sensiblemente mayor que el de la CPT debido
al marcado caracter hidréfobo del profarmaco (Figura 5.3.A). La masa
obtenida mediante esta técnica es 562,1 [M+H]".

Para confirmar la obtencién del profarmaco se realiz6 un analisis de
espectroscopia de masas con un equipo Q-tof obteniendo una masa de
560,0948 que corresponde a la férmula molecular CygH22N306S, (masa
calculada 560,0950).

Asi pues se asignd el valor obtenido al ion [M-H]". La molécula
también se caracterizd6 empleando RMN, en la Figura 5.4. se detallan las

sefiales obtenidas para cada espectro.

Piridilditiopropil carbonato de camptotecina (CPT-OCOO-C3-SS-Py, n=2)
El compuesto se analiz6 mediante HPLC-MS. Los resultados indican
una pureza de hasta un 90% (75-90%). El tiempo de retencion es de 30 min
(Figura 5.3.B) y la masa obtenida el 576,2 que corresponde a [M+H]".
Para ratificar la sintesis del compuesto se emple6 un equipo Q-tof,
obteniendo como resultado una masa de 574,1126 que encaja con la formula

molecular Cy9H24N306S, (masa calculada 574,1107). De esta forma, la sefial
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se asigna a [M-H]". El producto de la reaccion también se caracterizd
mediante RMN (Figura 5.4.).

Piridilditiobutil carbonato de camptotecina (CPT-OCOO-C4-SS-Py, n=3)

Con el fin de obtener su pureza se analizd6 mediante HPLC-MS
alcanzando hasta un valor del 85 % (75-85%). Mediante esta técnica se
obtiene una masa de 590,2 que se asigna a [M+H]". El compuesto mostré un
tiempo de retencion de 37,8 min (Figura 5.3.C).

De esta forma, a medida que aumenta el nimero de &tomos de carbono
entre el enlace disulfuro y el grupo carbonato aumenta el tiempo de
retencion del profarmaco, indicando un incremento en el caracter hidrofobo
de la molécula.

La sintesis del compuesto se constaté empleando un equipo Q-tof,
obteniendo una masa de 588,1294 que pertenece a C3oH26N306S, (masa
calculada 588,1263), asignando la sefial a [M-H]". La caracterizacion de
CPT-OCOO-C4-SS-Py concluyo con técnicas de RMN (Figura 5.4.)
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Figura 5.3. Cromatogramas correspondientes a los profarmacos sintetizados:
(A) CPT-OCOO-C2-SS-Py (84 %). (B) CPT-OCOO-C3-SS-Py (90 %). (C) CPT-
OCOO-C4-SS-Py (83 %).
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1H (300MHz, DMSO-d¢) 5 0,92 (t,3H, H18); 2,18 (m,2H, H19); 3,14 (t,2H,
S-CH,CH,); 4,33 (2H, O-CH,CH,); 5,23 (dd, 2H, H5); 5,52 (d,2H, H17);
7,09 (s,1H, H14); 7,15 (m, 1H, Py-H); 7,70 (m .2H, Py-H); 7,77 (m,
1H,H10); 7,85 (m,1H, H11); 8,10 (M,2H,H9 & H12); 8,39 (dt, 1H, Py—H);
8,64 (s,1H, H7).

13C (75 MHz, DMSO-dg) 5 172,41 C21; 166,99 ~OCOO-; 158,57 C Py;
156,40 C16a; 152,70 C2; 149,49 C Py; 147,80 C15; 146,18 C13; 144,64
C3; 137,63 C Py; 131,48 C7; 130,32 C11; 129,62 C6; 128,90 C12; 128,42
C9; 127,90 C8; 127,66 C10; 121,19 C16; 119,32 C Py; 119,14 C Py; 94,35
C14; 77,90 0-CH2 CH2; 72,34 C20; 66,14 C17; 50,22 C5; 36,72 S-CH2
CH2;30.29 C19; 7.51 C18.

1H (300 MHz, DMSO-dg) & 0,90 (t,3H, H19); 1,96 (m,2H, CH,CH,CH,);
2,17 (m,2H, H18); 2,84 (t ,2H, S-CH,CH,); 4,20 (t , 2H, O-CH,CH,); 5,30
(dd,2H, H5); 5,51 (d,2H, H17); 7,07 (s,1H, H14); 7,20 (m,1H, Py-H); 7,72
(m ,3H, H10 y Py-H); 7,86 (m,1H, H11); 8,14 (m,2H, H9 y H12); 8,40
(dt,2H, Py-H); 8,70 (s,1H, H7).

13C (75 MHz, DMSO-dg) & 172,41 C21; 166,99 -OCOO; 158,57 C Py;
156,40 Cl6a; 152,70 C2; 149,49 C Py; 147,80 C15; 146,18 C13; 144,64
C3; 137,63 C Py; 131,48 C7; 130,32 C11; 129,62 C6; 128,90 C12; 128,42
C9; 127,90 C8; 127,66 C10; 121,19 C16, 119,32 C Py; 119,14 C Py; 94,35
C14; 77,90 0-CH, CH,; 72,34 C20; 66,14 C17; 50,22 C5; 34,94 S-CH,
CH,; 31.,74 CH, CH, CH,; 30,29 C19; 7,51 C18.

H (300 MHz, DMSO-dg) § 0,91 (t,3H, H19); 1,76 (m,2H, CH,CH,CH,);
1,97 (m,2H, CH,CH,CHy); 2,16 (m,2H, H18); 2,88 (t,2H, S-CH,CH,); 4,20
(t,2H, O-CH,CH,); 5,29 (s,2H, H5); 5,52 (d,2H, H17); 7,06 (s,1H, H14);
7,19 (m,1H, Py-H); 7,36 (m ,3H, H10 y Py-H); 7,78 (m,1H, H11); 8,11
(m,2H, H9y H12); 8,44 (dt,1H, Py-H); 8,69 (s,1H, H7).

13C (75 MHz, DMSO-dg) 6 172,39 C21; 167,08 -OCOO-; 158,86 C Py;
156,44 Cl16a; 152,13 C2; 149,49 C Py, 147,85 C15; 146,22 C13; 144,80
C3; 137,59 C Py; 131,48 C7; 130,36 C11; 129,62 C6; 128,95 C12; 128,48
C9; 127,99 C8; 127,70 C10; 121,11 C16; 119,23 C Py; 119,11 C Py; 96,66
C14; 77,76 0-CH, CH,; 72,34 C20; 66,96 C17; 50,28 C5; 34,15 S-CH,CH,;
31,75 CH, CH, CH, ; 30,22 C19; 27,53 CH,CH,CH,; 7,50 C18.

Figura 5.4. Sefiales de RMN correspondientes a los experimentos de 'H y *C

realizados a los diferentes profarmacos sintetizados.
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5.3. Preparacion y caracterizacion de nanofarmacos de

camptotecina

Materiales funcionalizados con grupos tiol (RhB-SiO,@MSN-SH)

Antes de proceder a la funcionalizacién del material RhB-SiO,@MSN
con grupos tiol se realiz6 un analisis elemental del mismo, obteniendo los
siguientes porcentajes: 0,53 nitrégeno, 4,13 carbono, 1,62 hidrdgeno y 0
azufre.

La cantidad de carbono analizada corresponde a 98 umol del derivado
de rodamina (TRITC-APTES) por gramo de material. Tras incorporar los
grupos tiol se repite el andlisis, obteniendo un porcentaje del 1,8 % en

azufre correspondiente a 0,58 mmol de grupos tiol por g.

Tabla 5.1. Caracteristicas texturales, diametro hidrodindmico y potencial ¢ del

Material AgeT Vp Dp Diametro Intensidad  Potencial
(m?g) (cmg) (A (nm) % € (mv)
RhB-SiO,@MSN-SH 314,73 0,32 453 109+60 100 -14+5

material RhB-SiO,@MSN-SH.
Ager (Area BET); Vp (Volumen de poro) ;Dp (Didmetro de poro, calculado segin KJS [16]).

La caracterizacion de este material por espectroscopia de RMN-MAS
de #Si muestra los picos Qu (-111 ppm), Q3 (-102 ppm) y Q. (-93 ppm)
correspondientes a (Si(OSi)4), (Si(OH)(OSi)3) y (Si(OH),(0Si),),
respectivamente (Figura 5.5.A).

Ademas, tambien aparecen las sefiales correspondientes a Tz (-67
ppm), T, (-57 ppm) y Ti (-49 ppm) asignadas respectivamente, a (C-
Si(OSi)3), (C-Si(OH)(0Si),) y (C-Si(OH),(0Si)). También se integré el area
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correspondiente a cada una de las sefiales del espectro para calcular el
siguiente ratio [17]:

T, + T, +T;

Q4+0Q3+0Q>

De esta forma, se obtuvo un valor de contenido de carbono del material
del 5,84 %, similar al obtenido mediante analisis elemental (5,38 %). En
este caso la cantidad de carbono analizada proviene de dos silanos
diferentes, TRICT-APTES, incluido en el ndcleo amorfo, y 3-
(mercaptopropil)trimetoxi silano, empleado para modificar la superficie del
material. El porcentaje de carbono analizado corresponde a la incorporacion
de los dos silanos. Asimismo, la caracterizacion por espectroscopia de UV-
vis y de fluorescencia permite discernir los maximos de absorbancia y
emision correspondientes a la RhB incluida en el ndcleo del material
(Figuras 5.5.B y 5.5.C). Se comprueba que el recubrimiento de silice
mesoporosa no afecta a las propiedades fotofisicas de los ndcleos dopados
con RhB. Ademas, no se produce desactivacion fluorescente (quenching) a
las concentraciones de cromdéforo empleadas.

A Q B C

0.6

595
0.4 553

<
OZA o)

0.0

Kubelka-Munk

r T T T T T T T
-40 -60 -80 -100 -120 S0 . 0
S nm’
(8) ppm

Figura 5.5. A) Espectro de RMN-MAS #Si de RhB-SiO,@MSN-SH. Espectros de
absorcion UV-vis (B) y emisién de fluorescencia (C) de RhB-SiO,@MSN-SH.
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Materiales funcionalizados con grupos tiol y CPT
(RhB-Si0,@MSN-SS-Cn-CPT)

De acuerdo con la tabla 3.1. del capitulo 3° se ha sintetizado tres
nanofarmacos diferentes en funcién del nimero de carbonos del ligando que
une la CPT a la nanoparticula, y que, genéricamente se definen como RhB-
SiO,@MSN-SS-Cn-CPT, donde n=2,3,4. El esquema general de

preparacion de este tipo de nanofarmacos se muestra en la Figura 5.6.

0s ’ TEOS

TE MPTMS
TRITC-APTES —— _— R —
NH,OH ° CTAB/NaOH

Tolueno

Nucleos RhB-SiO, RhB-SiO,@MSN RhB-SiO,@MSN-SH

Corteza mesoporosa

Nicleo amorfo

4
RhB-SiO,@MSN-SH ——
MeOH

RhB-SiO,@MSN-SS-Cn-CPT

Figura 5.6. Esquema de sintesis de los nanofarmacos RhB-SiO,@MSN-SS-Cn-
CPT

En primer lugar se realizd la sintesis del nanofarmaco RhB-
SiIO,@MSN-SS-C2-CPT a partir del material RhB-SiO,@MSN-SH sin
ningun tipo de pretratamiento. De este modo se anclaron 47,7 umoles
CPT/g, que corresponde a un 8 % de rendimiento en el proceso de

incorporacion del profarmaco (Tabla 5.2). Siendo el porcentaje incorporado
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tan bajo, se intentd mejorarlo realizando una reduccién previa del soporte
RhB-SiO,@MSN-SH.

Para ello se afadieron las nanoparticulas a una disolucion 100 mM de
ditiotreitol (DTT), manteniendo la suspension en agitacion durante 30 min.
De esta forma se regeneraron los grupos tiol, que expuestos al oxigeno

atmosferico y radiacion UV tienden a oxidarse para formar sulfonatos [18].

Figura 5.7. Representacion de la oxidacion de grupos tiol en RhB-SiO,@MSN-
SH.

Los nanofarmacos preparados con dicho pretratamiento alcanzaron una
carga de farmaco cercana a los 100 umoles CPT/g. Este hecho se debe a que
al regenerar los grupos tiol en la superficie del material, aumenta la cantidad
de centros activos disponibles para el anclaje del derivado de la CPT.

Este mismo procedimiento se aplicd para sintetizar los nanofarmacos
SiO,@MSN-SS-C3-CPT y SiO,@MSN-SS-C4-CPT (Tabla 5.2). Se
observa gue en la medida en que se incrementa el nimero de carbonos (n)
entre el enlace disulfuro y el grupo carbonato la cantidad de profarmaco

incorporado a las nanoparticulas disminuye.
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Ello es debido al aumento del caracter hidrofobo con el valor de n, lo
que dificulta la interaccion del profarmaco con la superficie del soporte.

Al igual que en los materiales descritos en el capitulo anterior, al
aumentar la cantidad de profarmaco incorporado el area y el volumen de

poro disminuyen. En este caso el didmetro de poro apenas varia.

Tabla 5.2. Caracteristicas composicionales y texturales de los materiales
RhB-SiO,@MSN-SS-Cn-CPT.

Material CPT incorporada % Aget vp®  Dp®
(umollg) % (p/p)  incorporado  (m’g) (cm’g) (A

c2*® 47,7 1,7 8,0 139,40 0,16 33,7
C2 99,6 3,5 16,7 114,93 0,11 34,2
C3 57,0 2,0 9,6 164,51 0,15 38,1
C4 7,4 0,25 1,7 537,87 0,28 34,9

(@) Sin reduccion previa con DTT. (b) Volumen de poro (Vp). (c) Didmetro de poro
calculado segun KJS [16] (Dp).

El nanofarmaco RhB-SiO,@MSN-SS-C2-CPT es el (nico que
presenta un tamafo adecuado para su aplicacion in vivo, ya que es el Unico
material con un didmetro hidrodindmico inferior a 200 nm. Ademas, la
carga negativa superficial que posee facilita su suspension en disoluciones
acuosas.

Los otros dos nanofarmacos presentan un didmetro hidrodinamico con
un valor cercano a los 400 nm. Este tamafio favorece la captacion de las

nanoparticulas por parte del SRE, dificultando su aplicacion en inyectables.
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Como se puede observar en la Tabla 5.3, en la medida que aumenta la
longitud de la cadena lateral de carbonos se observa un notable incremento
del tamafio de particula.

Ello es debido al mayor -caracter hidrofobo del profarmaco
incorporado, provocando que las nanoparticulas tiendan a agregarse cuando

se suspenden en disoluciones acuosas.

Tabla 5.3. Didmetro hidrodindmico y potencial £ de los nanofarmacos
RhB-SiO,@MSN-SS-Cn-CPT.

Material Diametro Intensidad Potencial
(nm) % ¢ (mv)
RhB-SiO,@MSN-SS-C2-CPT 122 £ 39 100 177
RhB-SiO,@MSN-SS-C3-CPT 363 £ 198 78 9+6
RhB-SiO,@MSN-SS-C4-CPT 440 £ 80 98 -14+4

La caracterizacién por espectroscopia de RMN-MAS de **C muestra
las bandas correspondientes a diferentes carbonos del profarmaco y del
silano empleado en la funcionalizacion del material, probando la
incorporacion del profarmaco al soporte (Figura 5.8).

Las dos bandas presentes en el espectro corresponden a los maximos
de absorcion de la CPT y RhB.

Por otro lado, las imagenes de TEM muestran particulas

monodispersas de un tamafo cercano a los 60 nm.
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Figura 5.8. A) Espectro de RMN-MAS de **C del nanofarmaco RhB-SiO,@MSN-
SS-C2-CPT (ver figura 5.4). B) Espectro de absorcién de UV-vis. C) y D)

Micrografias obtenidas mediante TEM.

Materiales funcionalizados con grupos carboxiloy CPT
(RhB-SiO,@MSN-(CO)-CPT)

Con la finalidad de comparar la efectividad de los sistemas basados en
la actividad enzimatica frente a los basados en estimulos reductores se
sintetizé el nanofarmaco RhB-SiO,@MSN-(CO)-CPT.

Este contiene la misma base estructural RhB-SiO,@MSN, si bien en
este caso se funcionaliza la misma con grupos carboxilo (RhB-SiO,@MSN-
COOH), para poder fijar Gly-CPT-TFA en el soporte, de acuerdo con el

procedimiento descrito en el apartado 4.3, si bien, en este caso se realizaron
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pequefias modificaciones para conseguir una carga de farmaco en torno a los
50 umol CPT/g.

Al incorporar Gly-CPT-TFA sobre el soporte se produce una reduccion
en el area superficial y volumen de poro, al igual que en ocurre para el
material MSN-(CO)-CPT (Tabla 5.4.).

Asimismo, se observa como el didmetro hidrodindmico aumenta
considerablemente al incorporar Gly-CPT-TFA al material, practicamente
quintuplicando su valor (Tabla 5.5.), lo que podria dificultar posibles

aplicaciones in vivo.

Tabla 5.4. Caracteristicas fisico-quimicas de los materiales RhB-SiO,@MSN-
COOH y RhB-SiO,@MSN-(CO)-CPT.

Material CPT incorporada % incorporado  Ager Vp Dp

(mmolig) % (p/p) (mg)  (cm’g) (A

RhB-SiO,@MSN-COOH - - - 537,35 0,21 28,6
RhB-SiO,@MSN-(CO)-CPT 44,5 1,6 56,3 449,62 0,11 29,1

Ager (Area BET); Vp (Volumen de poro); Dp (Didmetro de poro, calculado segin KJS [16]).

Tabla 5.5. Diédmetro hidrodindmico y potencial £ de los materiales RhB-
SiO,@MSN-COOH y RhB-SiO,@MSN-(CO)-CPT.

Material Diametro (nm) Intensidad %  Potencial £ (mv)
RhB-SiO,@MSN-COOH 81+26 100 -18+9
RhB-SiO,@MSN-(CO)-CPT 447+ 71 100 -10+4
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5.4. Ensayos de liberacion en medio reductor

Los profarmacos sintetizados en el apartado 5.2.2 presentan un enlace
disulfuro en su estructura. Mediante la adicion de agentes reductores este
enlace se escinde, liberando una molécula de 2-mercaptopiridina.

Ademas, el grupo tiol generado en la cadena del profarmaco puede
atacar el grupo carbonilo situado a n+1 carbonos de distancia. De este
modo, se produce una ciclacion intramolecular que libera una molécula de
CPT y genera una molécula de la tiolactona ciclica correspondiente.

Asi pues, la liberacion de la CPT consta de dos etapas. En primer lugar
se produce la reduccion del enlace disulfuro, y a continuacién una ciclacion
intramolecular que da lugar a la formacion de la CPT libre y la tiolactona

correspondiente.

Ciclacion o 7
intramolecular N
Q

o
T~

=

z

B

Figura 5.9. Esquema de liberacion de la CPT a partir de los profarmacos.

A continuacion se pasa a describir la influencia de las variables del proceso

en la liberacion de CPT por los diferentes nanofarmacos preparados.

5.4.1. Influencia de la concentracion de DTT

En este apartado se estudia la influencia que tiene la cantidad de agente
reductor afiadido sobre la liberacion de la CPT. Para ello se realiz6 un
ensayo de liberacion en PBS sobre el material RhB-SiO,@MSN-SS-C2-
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CPT con una duracién de 300 min empleando diferentes concentraciones de
DTT. Los resultados se muestran en la Figura 5.10.

Como se puede observar, conforme aumenta la concentracion del
agente reductor aumenta el porcentaje de CPT liberada, hasta alcanzar el
valor del 100 % para una concentracion de 50 mM.

Ademas, se produce una liberacion superior al 50 % para una
concentracion de 5 mM, la mas baja empleada en el experimento. Esto
demuestra la sensibilidad de los nanofarmacos a los estimulos reductores,

incluso a concentraciones bajas de agente reductor.

100

80 - —
60 4 s

40

% CPT liberada

204/

0 10 20 30 40 50
DTT (mM)

Figura 5.10. Liberacion de CPT en PBS a diferentes concentraciones del agente
reductor empleando el material RhB-SiO,@MSN-SS-C2-CPT. Condiciones de
proceso (T = 37°C, t =3 h, agente reductor DTT, 5 mg/ml).

5.4.2. Influencia del tiempo en la liberacion
Tal y como se muestra en la Figura 5.11, en todos los casos, tras el
periodo de exposicion al medio fisiolégico en ausencia de agentes

reductores (2 h), se produce una liberacion inespecifica que varia segun el

material entre el 0,9 y el 8 %.
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Tras la adicion de DTT, tiene lugar la reduccién del enlace disulfuro
con gran rapidez, si bien solo el material RhB-SiO,@MSN-SS-C2-CPT
libera CPT.

Los otros dos nanofarmacos no generan CPT, debido a que no se
origina la ciclacion intramolecular entre el tiol y el carbonato.

Se observa un incremento en la estabilidad del compuesto reducido a
medida que aumenta la distancia entre el grupo carbonilo y el tiol. Segln
resultados publicados anteriormente, esto se debe a que la formacion de
anillos mas grandes (6-7 miembros) esta menos favorecida que la formacion

de la tiolactona ciclica de 5 miembros [19].

A RhB-Si0,@MSN-SS-C2-CPT B RhB-Si0,@MSN-SS-C3-CPT C RhB-Si0,@MSN-SS-C4-CPT
100 r 7
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Figura 5.11. Liberacion de CPT y derivados en PBS a partir de los nanofarmacos
RhB-SiO,@MSN-SS-Cn-CPT. Condiciones de proceso (T =37 °C,t=5h, el

agente reductor (100 mM DTT) se afiade transcurridas dos horas desde el inicio del

experimento, 5 mg/ml).
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Los derivados de la CPT obtenidos en los ensayos de liberacion se
determinaron mediante HPLC-MS (Figura 5.12).

Cuando se emplea el material RhB-SiO,@MSN-SS-C3-CPT se
obtiene un producto con una masa de 467 que se asigna a [M+H]" y que
corresponde al derivado del profarmaco de CPT en el que se ha reducido el
enlace disulfuro.

En el caso del nanofarmaco RhB-SiO,@MSN-SS-C4-CPT el producto
tiene un peso molecular de 480, que corresponde a [M]*. De nuevo, este
ultimo corresponde al profarmaco de CPT en el que se ha reducido el enlace
disulfuro.

Por tanto, resulta evidente que la modificacidn del namero de carbonos
en el ligando que une la CPT al soporte inorganico determina no solo la
cantidad de farmaco incorporado sino también la molécula liberada por la
accion de agentes reductores, ya que en los casos de los nanofarmacos RhB-
SiO,@MSN-SS-C3-CPT y RhB-SiO,@MSN-SS-C4-CPT, tras la reduccion
del enlace disulfuro no se produce la ciclacién intramolecular que provoca
la liberacion de CPT.

A pesar de esto, debe tenerse en cuenta que el proceso de liberacion en
el interior de la célula se lleva a cabo durante periodos de tiempo muy
superiores a los analizados en este estudio, por lo que no se descarta que,
aungue con una cinética claramente méas lenta, los nanofarmacos RhB-
SiO,@MSN-SS-C3-CPT y RhB-SiO,@MSN-SS-C4-CPT pueden liberar
cantidades terapéuticamente activas de CPT. Por ello, todos los
nanofarmacos se ensayaran posteriormente en cultivos de células HelLa
(Seccion 5.6).
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Figura 5.12. Espectros de masas correspondientes a los productos obtenidos
empleando RhB-SiO,@MSN-SS-C3-CPT (A) y RhB-SiO,@MSN-SS-C4-CPT

(B), respectivamente.

5.4.3. Modelos cinéticos

Al igual que en el capitulo anterior, se estudid la cinética de liberacion
de los diferentes nanofarmacos de CPT mediante la aplicacion sobre los
datos experimentales del apartado anterior de cuatro modelos cinéticos
diferentes: Higuchi, primer orden, Bhaskar y Ritger-Peppas. Debe tenerse en
cuenta que, mientras en el caso del nanofarmaco RhB-SiO,@MSN-SS-C2-
CPT se ha cuantificado la cantidad de CPT liberada, en el caso de los
materiales con 3 y 4 carbonos en la cadena ligante se ha medido el derivado
del profarmaco liberado en el que se ha reducido el puente disulfuro (Figura
5.13).

En el caso del material RhB-SiO,@MSN-SS-C2-CPT los datos
presentan un buen ajuste a la mayoria de los modelos cinéticos empleados
(Figura 5.13, Tabla 5.6). La ecuacién de Ritger-Peppas es la que obtiene un
mejor indice de correlaciéon. El valor de n es claramente menor a 0,45,

indicando que el mecanismo de liberacion estd gobernado por procesos de
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difusion. Al respecto, debe tenerse en cuenta que aungue el entorno
hidrofobo presente en los canales funcionalizados con grupos propiltiol
deberia favorecer la difusion de la CPT, para que esta se libere es necesario
que el medio acuoso penetre en el interior de la estructura y se reduzca el
puente disulfuro que une la CPT a la matriz porosa (Figura 5.14) lo cual, en

este caso, presenta severas restricciones.
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Figura 5.13. Graficas correspondientes a diferentes modelos cinéticos de
liberacion para RhB-SiO,@MSN-SS-C2-CPT: A) Higuchi, B) primer orden, C)
Bhaskar y D) Ritger-Peppas.
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Tabla 5.6. Pardmetros de los diferentes modelos cinéticos de liberacion aplicados
para la muestra RhB-SiO,@MSN-SS-C2-CPT.

Parametro Higuchi Primer orden Bhaskar Ritger-Peppas
K 0,072 0,022 0,121 0,239
n 0,27
r? 0,9583 0,9518 0,9144 0,9798

A

Figura 5.14. Representacion de la difusion del medio acuoso en la boca de poro e

interior de los canales mesoporosos del soporte inorganico.

En el caso del material RhB-SiO,@MSN-SS-C3-CPT, solo el modelo
matematico de Ritger-Peppas ofrece un buen coeficiente de correlacion. El
valor del pardmetro n obtenido es de 0,12, indicando nuevamente que la
liberacion de la CPT estd fuertemente controlada por fendmenos de
difusion.
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Figura 5.15. Gréficas correspondientes a diferentes modelos cinéticos de
liberacion para RhB-SiO,@MSN-SS-C3-CPT: A) Higuchi, B) primer orden, C)
Bhaskar y D) Ritger-Peppas.

Tabla 5.7. Parametros de los diferentes modelos cinéticos de liberacién aplicados
para la muestra RhB-SiO,@MSN-SS-C3-CPT.

Parédmetro Higuchi Primer orden Bhaskar Ritger-Peppas
K 0,092 0,023 0,1146 0,524
n 0,12
r’ 0,7317 0,6631 0,8134 0,9257

Por dltimo, para el material RhB-SiO,@MSN-SS-C4-CPT el modelo
que mejor ajuste ofrece es el de primer orden, indicando que la liberacion no

esta controlada por fenomenos de difusion, sino que depende de la
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concentracion inicial del farmaco. Este hecho resulta sorprendente y

contradictorio respecto a los resultados obtenidos con los otros materiales.

No obstante, debe tenerse en cuenta que la carga del farmaco en este

material es muy baja, lo que podria influir significativamente en los

resultados obtenidos.
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Figura 5.16. Gréficas correspondientes a diferentes modelos cinéticos de
liberacion para RhB-SiO,@MSN-SS-C4-CPT: A) Higuchi, B) primer orden, C)

Bhaskar y D) Ritger-Peppas.
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Tabla 5.8. Parametros de los diferentes modelos cinéticos de liberacion aplicados
para la muestra empleados RhB-SiO,@MSN-SS-C4-CPT.

Parédmetro Higuchi Primer orden Bhaskar Ritger-Peppas
K 0,115 0,092 0,348 0,003
n 1,46
r? 0,9367 0,9669 0,8802 0,8965

5.5. Ensayos de estabilidad en medio fisioldgico

Los ensayos de estabilidad en suero humano de estos nanofarmacos
demuestran que todos ellos presentan buena estabilidad liberando tan sélo
alrededor del 4-10 % de la carga total de CPT del material tras 3 h (Figura
5.17.A). Al comparar los resultados obtenidos en suero con la liberacion de
CPT en PBS, como se pudo comprobar en el apartado 5.4.2, se observa que
la cantidad de farmaco liberada en todos los casos es pequefia, no superando
en ningn caso un 8 % (Figura 5.17.B). Asi pues, estos nanofarmacos
ademas de ser estables en suero humano, también son estables en soluciones
salinas. Esto facilita la posible preparacion de inyectables destinados a la
administracion intravenosa del material.

Para desligarse del soporte el farmaco puede utilizar varios
mecanismos: en primer lugar puede liberarse mediante la reduccion del
enlace disulfuro debido a la presencia de una minima cantidad de GSH en el
plasma (10 uM) [20]. La reduccién del enlace también puede llevarse a cabo
por proteinas presentes en la superficie de diferentes células plasmaticas
como la Trx en linfocitos, granulocitos y monocitos [21]. El segundo
mecanismo viable es a la hidrolisis enzimatica del enlace carbonato dando
lugar a CPT y CO2(g) [22] (Figura 5.18).
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Figura 5.17. A) Ensayo de estabilidad en suero humano para los materiales RhB-
SiO,@MSN-SS-Cn-CPT. B) Estabilidad en medio fisiolégico de los materiales
RhB-SiO,@MSN-SS-Cn-CPT. Condiciones de proceso (T = 37°C, t=3 h, 5
mg/ml).
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Figura 5.18. Mecanismos posibles de liberacion de CPT en suero humano a partir
de los nanofarmacos RhB-SiO,@MSN-SS-Cn-CPT.
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5.6. Estudios en cultivos celulares.

5.6.1. Ensayo MTT

Primeramente se comprobO que los vehiculos utilizados para la
incorporacion de la CPT y sus profarmacos no presentan citotoxicidad en la
linea celular estudiada (HeLa). Asi, como se puede observar en la Figura
5.19. los materiales RhB-SiO,@MSN-SH y RhB-SiO,@MSN-COOH no
presentan efectos citotoxicos en las concentraciones empleadas. La
viabilidad celular ronda el 80% para las concentraciones mas elevadas. Por
ello, la toxicidad producida al afiadir el nanofarmaco dependera
exclusivamente de la liberacién de la CPT, y no de la toxicidad del vehiculo.
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Figura 5.19. Gréfica del ensayo de viabilidad celular MTT en células HeLa para
los materiales RhB-SiO,@MSN-SH y RhB-SiO,@MSN-COOH. Los resultados se

expresan como media + error estandar.

Actividad antineoplasica de los profarmacos de CPT
Al comparar la citotoxicidad de los profarmacos se observa que, Si
bien no existe una tendencia concreta, en todos los casos son menos

citotoxicos que la CPT. En el caso particular del compuesto CPT-OCOO-
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C4-SS-Py la citotoxicidad mostrada resulté tan baja que no pudo calcularse
el valor de ICsg, ya que no se alcanzo una mortalidad celular del 50 % en el
rango de concentraciones estudiado.

Una explicacion posible se basa en la mayor hidrofobicidad de estos
compuestos. Esto dificultaria su disolucion en el medio de cultivo,
precipitando parcialmente en la placa de cultivo e impidiendo que estos
alcancen el citoplasma celular y difundan hacia el nucleo.

No obstante, el motivo méas probable podria ser que no se lleve a cabo
la ciclacion intramolecular tras la reduccion del enlace disulfuro. Este hecho
se ha podido observar en los ensayos de liberacion a partir de materiales en
el apartado 5.4.2, sugiriendo que otras rutas de liberacién de la CPT como la

hidrolisis del enlace carbonato se dan en poca medida.
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Figura 5.20. Grafica de ensayo de viabilidad celular MTT en células HeLa
empleando CPT y los diferentes profdrmacos. Los resultados se expresan como

media + error estandar.
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Tabla 5.9. Valores de ICs, de los diferentes profarmacos CPT-OCOO-Cn-SS-Py y
de los nanofarmacos RhB-SiO,@MSN-SS-Cn-CPT en células HelL a.

Profarmaco 1Cs? Material 1C5°
CPT 0,057 = 0,004 CPT 0,057 = 0,004
CPT-OCOO-C2-SS-Py 0,190 £ 0,020 RhB-SiO,@MSN-SS-C2-CPT 0,06 0,03
CPT-OCOO-C3-SS-Py 0,082 £0,008 RhB-SiO,@MSN-SS-C3-CPT 0,42 0,08
CPT-OCOO-C4-SS-Py P RhB-SiO,@MSN-SS-C4-CPT 0,34 £0,04

(a) Los valores representados indican la media y el error estandar (ug CPT/ml). (b)
Debido a la escasa efectividad antineoplasica del profarmaco CPT-OCOO-C4-SS-Py

no es posible calcular ICs en el rango de concentraciones empleado.

Actividad antineoplésica de los nanofarmacos

En los ensayos sobre cultivos de células HelLa se observa que el
nanofarmaco RhB-SiO,@MSN-SS-C2-CPT presenta un valor de ICs
similar al obtenido para la CPT (Figura 5.21, Tabla 5.9). Sin embargo, para
RhB-SiO,@MSN-SS-C3-CPT y RhB-SiO,@MSN-SS-C4-CPT se produce
un aumento de este parametro de un orden de magnitud.

Esto puede deberse a la mayor estabilidad que presentan los productos
correspondientes a la reduccion del enlace disulfuro, tal y como se ha
podido observar en los ensayos de liberacion del apartado 5.4.

Ademaés, a partir de esta diferencia en los valores de 1Cso también se
deduce que otros mecanismos de liberacion de la CPT como la hidroélisis o
descarboxilacion tienen menor influencia sobre la actividad terapéutica de

los nanofarmacos.
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Figura 5.21. Gréfica del ensayo de viabilidad celular MTT en células HelLa
empleando CPT vy los diferentes nanofarmacos. Los resultados se expresan como

media + error estandar.

Mecanismo de la actividad antineoplasica de los nanofarmacos

Para dilucidar el mecanismo de liberacion del farmaco, se realizé un
ensayo de viabilidad celular MTT con el nanofarmaco RhB-SiO,@MSN-SS-
C2-CPT en presencia de L-butionina sulfoximina (BSO), un inhibidor de la
sintesis de GSH [6]. Para ello se emple6 una concentracion de 0,4 mM, ya
que se han descrito mecanismos de quimiosensibilizacion en derivados de la
CPT al emplear concentraciones mayores de BSO (2.5 mM) [23].

En la Figura 5.22. se puede apreciar que a concentraciones menores a
0,1 ng CPT/ml la adicion de BSO inhibe sensiblemente la actividad del
nanofarmaco. Ademas, el valor de I1Cso aumenta aproximadamente un 50 %
(Tabla 5.10). De este hecho se deduce que la GSH interviene activamente en
la liberacion de la CPT a partir del nanofarmaco[15]. Los datos concuerdan
con estudios previos en los que se observan diferencias significativas entre
muestras cultivadas con BSO (inhibidor GSH) y GSH-OEt (un analogo del

glutation) [24]. Por otro lado, para concentraciones superiores a 0,1 pg
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CPT/ml apenas existen diferencias en el porcentaje de viabilidad celular
obtenido. Ello es debido a que al elevar la dosis del nanofarmaco se supera
el umbral de inhibicion sobre la liberacion de CPT creado por la
concentracion de BSO empleada, de manera que empieza a liberarse CPT.
Asimismo, debe tenerse en cuenta la posible intervencion de otros agentes
reductores como Trx, Prx y NADH [5]. También pueden contribuir en
menor medida otro tipo de mecanismos de liberacion de CPT, como la

hidroélisis en medio acuoso [19] o la descarboxilacion via enzimatica [22].
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Figura 5.22. Gréfica del ensayo de viabilidad celular MTT en células HelLa
empleando RhB-SiO,@MSN-SS-C2-CPT y BSO. Los resultados se expresan como
media + error estandar.

Tabla 5.10. Valores de ICs, para células HeLa del nanofarmaco RhB-SiO,@MSN-
SS-C2-CPT en ausencia y presencia de un inhibidor del glutation (BSO).

Ensayo 1C5?
RhB-SiO,@MSN-SS-C2-CPT 0,06 £ 0,03
RhB-SiO,@MSN-SS-C2-CPT + BSO 0,4 mM 0,09 + 0,05

(a) Los valores representados indican la media y el error estandar (ug CPT/ml)
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Comparacion de la actividad antineoplésica con sistemas sensibles a
enzimas.

En el capitulo anterior se ha descrito un nanofarmaco para el transporte
y liberacion de CPT en medio biolégico basado en la actividad de
carboxilasas citoplasmaticas. Dicho sistema presenta un mecanismo de
liberacion lento de CPT, si bien, su eficacia terapéutica (medida en base al
valor de ICsp) es inferior al del farmaco libre, debido a las restricciones
estéricas que afectan a la hidrolisis enzimética del enlace éster que une la
CPT al soporte nanoparticulado.

Sin embargo, puesto que las especies tidlicas, incluyendo la GSH son
mas abundantes en células tumorales que en células sanas, los sistemas
basados en nanoparticulas MSN con ligandos disulfuro deberian poder
liberar completamente la carga terapéutica ante la exposicion a reductores
intracelulares [4, 25-28].

Para comprobar la eficacia terapéutica de los sistemas sensibles a
estimulos reductores respecto a los descritos en el capitulo 4 se llevd a cabo
un ensayo MTT con el nanofarmaco RhB-SiO,@MSN-(CO)-CPT.

Los resultados obtenidos (Figura 5.23, Tabla 5.11.) muestran que la
actividad antitumoral de este es claramente inferior a la del nanofarmaco
RhB-SiO,@MSN-SS-C2-CPT con una carga equivalente de CPT, asi como
a la del farmaco libre indicando que el enlace éster no se degrada
completamente mediante la accion enzimatica al igual que en otros sistemas

de difusién de farmacos con el mismo tipo de enlace [29].
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Figura 5.23. Gréfica del ensayo de viabilidad celular MTT en células HelLa
empleando RhB-SiO,@MSN-(CO)-CPT. Los resultados se expresan como media
error estandar.

Tabla 5.11. Valores de ICs, para células HeLa del nanofarmaco RhB-SiO,@MSN-
(CO)-CPT.

Material 1Cs”
CPT 0.057 +0.004
RhB-SiO,@MSN-(CO)-CPT 0.084 +0.016

(a) Los valores representados indican la media y el error estandar (ug CPT/ml)

5.6.2. Ensayo de internalizacion celular

Se incubaron células HeLa en presencia de RhB-SiO,@MSN-SS-C2-
CPT para investigar su internalizacion y localizacién intracelular. Para
validar la ubicacién subcelular de las nanoparticulas, se tomaron varias
imagenes a diferentes alturas del eje Z.

Tras 24 h el nanofarmaco colocaliza con los lisosomas, demostrando
gue RhB-SiO,@MSN-SS-C2-CPT se internaliza mediante endocitosis (Figura
5.24).
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Cabe destacar que tras este tiempo de incubacién, también se pueden
distinguir nanoparticulas en el exterior de los lisosomas, indicando que el
nanofarmaco alcanza el citosol. Segun recientes estudios esta etapa es la
limitante en los modelos basados en estimulos redox para la escision de
enlaces disulfuro [30].

En este caso, la carga superficial negativa del material
(£=-9,7%0,8 mV, potencial medido en medio RPMI 1640 enriquecido)
promueve su salida desde los endolisosomas hacia el citosol [31].

A la luz de los resultados obtenidos se puede indicar que las
nanoparticulas acceden al interior de la célula mediante endocitosis, para
mas tarde abandonar el endolisosoma y liberar la carga en el citoplasma.

Si bien, a pesar de quedar demostrada la localizacién de las
nanoparticulas en el citoplasma, el mecanismo de liberacién no est4
confirmado en la mayoria de sistemas basados en la reduccion de enlaces
disulfuro.

Varios autores indican que la reduccion del enlace disulfuro se lleva a
cabo por GSH [1, 10, 32], aunque también debe tenerse en cuenta la
actividad de la proteina disulfuro isomerasa [31] o de reductasas [5], que
podrian provocar una liberacion anticipada del farmaco.

En este sentido, en el apartado anterior se ha demostrado que la GSH
esta involucrada en la reduccion del enlace disulfuro, si bien pueden existir
otros procesos involucrados en la liberacion de la CPT, ya que a
concentraciones elevadas del nanofarmaco la adicion de BSO no tiene

ningun efecto.
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Figura 5.24. Estudios de colocalizacién de RhB-SiO,@MSN-SS-C2-CPT en
células HeLa. Se obtuvieron imagenes confocales del mismo plano Z para: (A)
Liso-tracker® y (B) Nanoparticulas marcadas con rodamina B. (C) Corresponde a
la superposicion de las dos fotografias anteriores. (D) Ampliacion de la zona
delimitada en (C). (E) Misma imagen que en el caso anterior, esta vez empleando
un umbral de deteccién mayor para la sefial verde. Por ltimo, (F) representa la
intensidad de las sefiales. Los nimeros corresponden a las nanoparticulas presentes
en el citosol (1) RhB-SiO,@MSN-SS-C2-CPT con lisosomas (2) y lisosomas sin
particulas (3).

5.6.3. Ensayo de citometria de flujo

Se aplico esta técnica para cuantificar la internalizacion celular de los
materiales sintetizados. Diferentes parametros influyen en la endocitosis, en
primer lugar, las caracteristicas de las nanoparticulas, como tamafio, carga,
composicion, morfologia y sedimentacioén. Por otro lado, también influyen

las condiciones biologicas, como la densidad celular o el medio de cultivo
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empleado [33]. Igualmente, cabe destacar que al suspender el material en el
medio de cultivo enriquecido con suero, es muy probable que se adsorban
proteinas en la superficie [34]. Este hecho puede modificar varias
propiedades fisicoquimicas del material, como la carga y la hidrofobicidad
[35]. En el caso de estudio, los soportes presentan una morfologia idéntica y
una carga negativa de una magnitud similar. Ademas, esta ultima
caracteristica no se ve alterada al sumergir las particulas en medio de cultivo
enriquecido.

Por el contrario, los nanofarmacos muestran diferencias en los valores
de didmetro hidrodinamico. Asimismo, la hidrofobicidad de la superficie
aumenta a medida que aumenta la lipofilia del profarmaco incorporado.

Como se puede observar en la Tabla 5.12, el porcentaje de células
analizadas que contienen nanoparticulas aumenta a medida que aumenta la
hidrofobicidad y didmetro hidrodindmico del material. Los graficos
correspondientes a las medidas realizadas en el citometro de flujo se
muestran en el anexo V.

Asi pues, los datos experimentales obtenidos se pueden argumentar a
través de la hidrofobicidad del material y el diametro hidrodindmico. Como
se puede observar en la Tabla 5.3, el didmetro hidrodindmico de los
nanofarmacos aumenta a medida que se incrementa la hidrofobicidad del
profarmaco anclado. Esto se debe a que, al aumentar la hidrofobicidad del
profarmaco, la superficie de la particula se vuelve mas hidréfoba y tiende a
formar agregados en disoluciones acuosas, provocando un aumento del
diametro hidrodinamico.

Los resultados obtenidos concuerdan con estudios previos en los que la
internalizacion de particulas con superficie hidrofobica y un tamafio de 360
nm se ve favorecida frente a los materiales con superficie hidrofilica de un
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mismo tamafio [36]. También, se ha demostrado con anterioridad que dentro
del rango de tamafios estudiado, a medida que aumenta el didmetro de las
nanoparticulas de silice, no solo se favorece la endocitosis, sino que ademas

el proceso de exocitosis se da en menor grado [35].

Tabla 5.12. Valores de internalizacion celular de diferentes materiales core-shell

para células HeLa determinados por citometria de flujo

Material Internalizacion (%o)
RhB-SiO,@MSN-SH 3,20+ 0,15
RhB-SiO,@MSN-SS-C2-CPT 6,0£2,2
RhB-SiO,@MSN-SS-C3-CPT 10,8+1,3
RhB-SiO,@MSN-SS-C4-CPT 164

Los valores representados indican la media y desviacion estandar.

5.7. Conclusiones parciales

Como resultado de los diferentes experimentos llevados a cabo en este
capitulo se han obtenido las siguientes conclusiones:

La estructura del nanofarmaco permite combinar la incorporacion del
profarmaco en la superficie mesoporosa del material, a la vez que el
croméforo ubicado en el nucleo permite detectar la ubicacion de las
nanoparticulas debido a sus propiedades fotofisicas sin producirse
fendmenos de desactivacion fluorescente.

Ademas, los materiales sintetizados, empleados a modo de soporte no
presentan una toxicidad apreciable en el rango de concentraciones testado.
De esto, se deduce que toda la actividad antineoplasica mostrada por los
nanofarmacos depende exclusivamente del profarmaco anclado sobre el
material.
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También se observé que la toxicidad del nanofarmaco varia en funcion
del profarmaco anclado. Este hecho se debe a que, tras producirse la
reduccién del puente disulfuro en los nanofarmacos con 3 y 4 carbonos entre
el grupo carbonato y disulfuro, estos fragmentos orgénicos no dan lugar a la
reaccién de ciclacion intramolecular y, consecuentemente, no se libera la
molécula de CPT correspondiente. Por el contrario, el nanofarmaco RhB-
SiO,@MSN-SS-C2-CPT presenta un valor de 1Csy similar al de la CPT,
indicando la eficacia de los sistemas basados en estimulos reductores.

A través de los ensayos llevados a cabo se ha demostrado que el
glutation participa de forma activa en la liberacion de la CPT a partir del
nanofarmaco. Ademas, mediante los experimentos de liberacion realizados
se determind que los datos experimentales se ajustan en la mayoria de los
casos al modelo cinético de Ritger-Peppas, indicando que la liberacion del
farmaco esta gobernada por procesos de difusion.

Por otro lado, al aumentar la hidrofobicidad del profarmaco
incorporado aumenta el didmetro hidrodindmico del nanofarmaco y a su
vez, la cantidad de particulas internalizadas por células HeLa mediante
endocitosis.

Por ultimo, indicar que los nanofarmacos presentan una buena
estabilidad en medio fisiol6gico, algo que puede facilitar la preparacion de

inyectables destinados a la administracion intravenosa del material.
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6. Ensayos in vivo: biodistribucidn, tolerabilidad y eficacia

terapéutica

Los diferentes ensayos se han llevado a cabo empleando los
nanofarmacos SNP-(CO)-Cy5.5 y SNP-(CO)-CPT3, fundamentalmente
por qué su produccién es simple y mas econdémica que la de otros
materiales con estructuras porosas. Este hecho posibilita la produccién de
grandes cantidades a un bajo coste.

Ademas, los nanofarmacos basados en nanoparticulas de silice
amorfa admiten una elevada carga de camptotecina y presentan una
cinética de liberacion del farmaco mas lenta, algo que puede ayudar a
mejorar la actividad terapéutica del nanofarmaco. Finalmente, las
nanoparticulas de silice amorfa presentan una mayor resistencia
mecanica y estabilidad, permitiendo su almacenamiento durante periodos
de tiempo prolongados [1].

Cabe mencionar que los diferentes ensayos con animales, se
realizaron en el Institut de Regerca del Hospital Vall d’Hebron, mientras
que los analisis de CPT en muestras de tejidos mediante HPLC se

llevaron a cabo en el Instituto de Tecnologia Quimica (ITQ).

6.1. Biodistribucion

Cuando las nanoparticulas se suspenden en fluidos biol6gicos como
sangre o plasma, tienden a rodearse de una capa de proteinas. Este hecho
hace que varien diferentes propiedades de las particulas como radio
hidrodinamico, carga y estado de agregacion [2].

Las interacciones nanoparticula-proteina no son permanentes, sino

que se da un intercambio constante entre las proteinas adsorbidas en la
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superficie del material y las presentes en el medio. Por ejemplo, al
suspender nanoparticulas en suero humano, inicialmente la superficie
tiende a cubrirse de albdmina sérica y fibrindgeno. Sin embargo, a
tiempos mayores se forma una cubierta de apolipoproteina A-1 [3].

Por otro lado, cuando las particulas presentan proteinas del
complemento e inmunoglobulina fijadas en el exterior, se favorece la
fagocitosis mediada por receptores [4]. Asi pues, la cubierta proteica
influye de forma decisiva en las interacciones con superficies bioldgicas
y receptores, determinando la biodistribucion de los nanomateriales.

En lo que refiere a la administracion de las nanoparticulas, tras
inyectar MSN en la vena coccigea de ratones, estas circulan por la vena
cava inferior hasta alcanzar el corazén

Maés tarde el flujo sanguineo alcanza los pulmones, y si existen
agregados de nanoparticulas estos pueden quedar retenidos en los
capilares. Tras pasar por los pulmones, la sangre oxigenada con
nanoparticulas en suspension vuelve al corazén y se distribuye por todo
el organismo.

Los 6rganos que méas nanoparticulas suelen acumular son el bazo y
el higado, debido al abundante riego sanguineo y a la gran actividad del
sistema reticulo endotelial (SRE) en estos érganos [5].

Estudios previos sobre la biodistribucién de nanoparticulas de silice
con diferentes estructura, tamafio y funcionalizacion indican que, tras la
administracion intravenosa, las particulas tienden a acumularse en higado
[5-13], rifiones [6, 8], bazo [5, 9-10, 12-13] y pulmones [8, 13].

En el caso de estudio, la biodistribucion del material SNP-(CO)-

Cy5.5 se evalué cuantificando la CPT acumulada en cada tejido
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mediante analisis por HPLC. Ademas, los datos obtenidos se compararon
con los resultados de biodistribucion llevados a cabo en el Institut de
Recerca del Hospital Vall d’Hebron mediante medidas de fluorescencia
ex vivo utilizando un equipo IVIS® Spectrum Imaging System con el

programa Image 3.2® (Caliper Life Sciences).

6.1.1. Resultados obtenidos mediante analisis de CPT en tejidos

Se estudié la biodistribucion del material SNP-(CO)-Cy5.5 (véase
Capitulo 1V) administrado de forma intravenosa (i.v.) a diferentes
tiempos.

De forma comparativa se estudio, igualmente, la biodistribucion del
farmaco libre tras la administracion i.v. de una dosis equivalente a la
contenida en las nanoparticulas (0,4 mg CPT/Kg). En la Figura 6.1. se
representan los porcentajes correspondientes a cada tejido analizado
respecto del total de CPT analizada a 5, 24 y 96 h.

El grupo tratado con SNP-(CO)-Cy5.5 presentd una acumulacién
hepatica superior al 80 % de la CPT analizada. También se produjo un
almacenamiento secundario en el bazo, pulmones y rifidn.

Por otro lado, se detectd6 CPT en plasma, obteniendo una
concentracion claramente inferior al resto de tejidos (<10 ng CPT/ml).
Por ultimo, se origind un pequefio depdsito de particulas en el tumor
(~1 % del total de CPT analizada).

El resultado indica una deteccion y retencion de las SNP por parte
del SRE debido a la presencia mayoritaria de nanoparticulas en higado y
bazo. Aunque en este caso no se ha determinado, estd demostrado que en

los procesos de acumulacion hepatica masiva de nanoparticulas de un
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preparado farmacologico, la excrecion hepatobiliar es la ruta prioritaria
de eliminacion [7, 9].

Por otro lado, se produce una escasa presencia de CPT en rifiones,
indicando que las particulas son capaces de eludir el proceso de filtrado
glomerular debido a su tamafio, evitando la eliminacién renal. Este
mecanismo de excrecion se ha descrito en estudios de biodistribucion
para nanoparticulas de menores dimensiones (6-50 nm) [6, 12].

Finalmente, la retencion de agregados de SNP-(CO)-Cy5.5 en los
capilares pulmonares podria justificar la presencia del nanofarmaco en
los pulmones. A medida que los racimos de particulas del nanofarmaco
se dispersan, estas retornan al flujo sanguineo y se distribuyen en el

organismo.
A SNP-(CO)-Cy5.5 B CPT
1204 T 120 4 —J24h
I 48 h I 48 h
100 —9h 1004 9% h
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o
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©
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Tumor Higado Pulmones Bazo Rifiones Corazén Tumor Higado Pulmones Bazo Rifiones Corazon

Figura 6.1. Distribucion de CPT analizada por HPLC en los diferentes érganos
y tejidos tras la administracion intravenosa de CPT o SNP-(CO)-Cy5.5a5, 24y
96 h.
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Seguidamente se procede a analizar la variacion en la concentracion
de CPT analizada en los diferentes tejidos tras el tratamiento con SNP-
(CO)-Cy5.5.

En primer lugar, se puede observar en la Figura 6.2.A como
disminuye la CPT analizada en tumor a medida que transcurre el tiempo.

Por otra parte, la cantidad de farmaco detectada en el higado no
presento grandes variaciones a lo largo del experimento (Figura 6.2.B), si
bien, la tendencia es al descenso paulatino de los niveles de CPT con el
tiempo, bien sea por excrecion hepatica o por liberacion al torrente
sanguineo.

Por otro lado, la concentracion de farmaco detectada en los
pulmones descendié paulatinamente, algo que podria indicar la
diseminacion de los agregados situados en los capilares pulmonares
(Figura 6.3.C).

Por el contrario, la concentracion de CPT presente en bazo aumento
a medida que avanzaba el tiempo. Una posible interpretacion es que, esto
se debe a la captacién por parte del SRE de las nanoparticulas vertidas al
torrente sanguineo desde los pulmones y el higado (Figura 6.3.D).

A continuacion, la cantidad de CPT analizada en el rifion aumenta,
debido probablemente, a que el tamafio de las nanoparticulas no permite
su eliminacion mediante filtracion glomerular debido a su tamafio
(Figura 6.4.E). Sin embargo, la cuantia de CPT detectada en las muestras

de corazon disminuye a lo largo del ensayo (Figura 6.4.F).
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Figura 6.2. Variacion de la concentracion de CPT en los diferentes érganos de
estudio tras la administracion de SNP-(CO)-Cy5.5: A) tumor, B) higado,

C) pulmén, D) bazo, E) rifién y F) corazén. Los valores se expresan como

media + desviacién estandar.
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En cuanto a la CPT administrada de forma intravenosa su acumulacion
en tumor es ligeramente superior a la detectada por SNP-(CO)-Cy5.5, y
su concentracion disminuye, igualmente, con el tiempo. En cualquier
caso, la cantidad maxima del farmaco se localizé de nuevo en higado.
También se analiz6 CPT en otras muestras de tejidos como corazon,
riflones, bazo y pulmon (Figura 6.3). Por el contrario, no se detecté CPT
en las muestras de plasma analizadas. Este tipo de biodistribucion es
caracteristica de farmacos liposolubles, que acceden facilmente a los
organos altamente irrigados como corazon, pulmoén, higado y rifiones
[14].

Precisamente, debido a este caracter lipofilo, la concentracion de
CPT analizada permaneci6 relativamente constante a lo largo del tiempo
en varios de los tejidos analizados

Al comparar los resultados obtenidos para los dos tratamientos, se
observa gque un gran porcentaje de la CPT detectada en ambos casos se
encuentra en el higado, bazo, pulmén y rifion (Figura 6.1). En esta
ocasion, la cantidad presente en tumor es ligeramente mayor cuando se
emplea el farmaco libre. Esto puede deberse a las dificultades
encontradas para la difusion de las particulas al tumor, aspecto que se
comentara a continuacion.

Por dltimo, el grupo tratado con CPT presentdé un porcentaje
cercano al 10 % en tejido cardiaco, en contraste con el grupo tratado con
SNP-(CO)-Cy5.5 que no presentd6 CPT en las muestras de corazon

analizadas.
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Figura 6.3. Variacion de la concentracion de CPT en los diferentes 6rganos de

estudio tras la administracion de CPT: A) tumor, B) higado, C) pulmdn,

D) bazo, E) rifion y F) corazén. Los valores se expresan como media *

desviacion estandar.
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Ademas de realizar analisis de CPT en tejidos mediante HPLC,
también se evalud la biodistribucién de SNP-(CO)-Cy5.5 mediante
medidas de fluorescencia ex vivo (correspondiente al fluorocromo
Cyb.5). En este caso se observa, igualmente, una acumulacion de
particulas en el higado, pulmones y bazo, asi como un descenso de la
cantidad de particulas detectadas en el tumor a lo largo del ensayo
(Figura 6.4).

De modo cuantitativo es posible comparar los resultados obtenidos
en la biodistribucion de las nanoparticulas con CPT y Cy5.5 mediante
estudios de fluorescencia ex vivo (medida del fluorocromo) y de HPLC
(determinacion del farmaco).

En ambos casos las nanoparticulas son retiradas del torrente
sanguineo rapidamente y se acumulan, fundamentalmente, en 6rganos
poblados densamente por células del SRE (Figura 6.4). La acumulacion
de nanoparticulas en el compartimento tumoral tiene lugar a través del
efecto de aumento de permeabilidad y retencion (EPR), si bien, dicho
proceso compite con el aclarado plasmatico de las particulas llevado a
cabo por células fagociticas. Dos factores determinan el equilibrio entre
ambos procesos. De un lado, las propiedades fisicoquimicas de las
particulas, tales como el diametro de particula y la carga superficial
puede influir en la farmacocinética y acumulacion en tejido tumoral [15].
En este sentido debe tenerse presente que, el tamafio de particula en
medio fisioldgico podria ser superior al medido por DLS y TEM, debido
a fendbmenos de agregacion particular y recubrimiento de proteinas
plasmaticas (opsonizacién). Por otro lado, las caracteristicas del tumor,

tales como tipo de cancer, grado de desarrollo, tamafio del tumor,
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localizacion 'y especie hospedadora, podrian determinar la
direccionalidad de las particulas al tumor asi como la permeabilidad de
éste. Al respecto, debe tenerse en cuenta que el proceso de angiogénesis
en tumores subcutdneos de xenoinjertos es menor que en los
correspondientes tumores originales (en este caso cancer colorrectal), lo
que limita la acumulacién de particulas. Con todo, a pesar del escaso
porcentaje de dosis administrada de CPT acumulada en tumor los
resultados obtenidos mediante fluorescencia ex vivo y HPLC muestran
buena correlacion. Asi pues, las medidas de fluorescencia ex vivo
permiten estimar de forma rapida la acumulacion de particulas en tumor
y tejidos, si bien, no eximen del sacrificio de los animales para llevar a

cabo el estudio.
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mediante HPLC (% dosis administrada).
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6.1.2. Comparativa con otros nanofarmacos

Se han realizado estudios similares empleando diferentes soportes
para la difusion de CPT. En primer lugar, J. Zink et al. [16] utilizaron
MCM-41 funcionalizado con grupos fosfonato en la superficie del
material para mejorar su estabilidad en medio acuoso. Se comparé la
biodistribucion del soporte original frente a un nuevo material con folato
anclado en el exterior, para evaluar la endocitosis de las nanoparticulas
mediada por receptores.

La acumulacion en tejidos se midié a través de dos técnicas
diferentes: inicialmente se utilizaron medidas de fluorescencia in vivo
para determinar la biodistribucién de los dos materiales a estudio. Se
obtuvo una sefial de fluorescencia intensa en tumor, indicando
acumulacion debido al efecto EPR.

En segundo lugar se empled un equipo de plasma de acoplamiento
inductivo junto a un espectrofotémetro de emision Optica (ICP-OES). De
esta manera se cuantificd la cantidad de silice presente en los diferentes
tejidos y fluidos analizados. Los resultados obtenidos mediante esta
técnica también indican una acumulacién mayoritaria en tumor, seguido
de una retencion secundaria en pulmén. En esta ocasion las
nanoparticulas funcionalizadas con folato presentan un depdésito en tumor
mas acentuado que las particulas originales. Probablemente se debe a que
el folato actia como un potenciador del proceso de endocitosis [17].

No obstante, los andlisis realizados en fluidos indican que
alrededor del 95 % de la dosis suministrada se eliminé a través de orina y
heces a los cuatro dias, lo que estd en desacuerdo con una elevada

acumulacién del farmaco en tumor. Cabe destacar que los animales de
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estudio no presentaron ningun tipo de lesion histoldgica en los tejidos y
organos examinados [18].

Por otro lado también se ha realizado un estudio de biodistribucion
empleando polimeros de ciclodextrinas (IT-101), analizando la cantidad
de CPT presente en los diferentes tejidos [19]. Los resultados indican una
acumulacién mayoritaria en tumor tras 24 h de la administracion.
También se produce una retencion secundaria del polimero en higado,
bazo y pulmén.

Estos resultados indican cierto grado de deteccién del polimero por
parte del SRE, quedando inmovilizado en higado y bazo. Por otra parte,
la presencia del material IT-101 en pulmdn se podria justificar mediante
la retencién de agregados en los capilares pulmonares [5].

A diferencia de los experimentos realizados con otros
nanofarmacos, en nuestro estudio la acumulacion del material en tumor
es limitada, debido a una elevada captacion de particulas por
componentes del SRE.

En cualquier caso, los resultados obtenidos concuerdan con la
mayoria de las referencias bibliograficas que estudian la biodistribucion
de nanoparticulas de silice en funcion de su estructura, tamafio y
funcionalizacidn en ratones sanos, indicando que tras la administracion
intravenosa las particulas tienden a cumularse en higado [5-13], rifiones
[6, 8], bazo [5, 9-10, 12-13], y pulmones [8, 13].
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6.2. Tolerabilidad

La toxicidad de los compuestos administrados se determino
monitorizando el peso de los animales de estudio, su comportamiento y
aspecto.

En primer lugar se establecio la dosis tolerada maxima (MTD) para
la CPT administrada de forma intravenosa. Para ello se administraron
dos dosis diferentes del farmaco a cada uno de los grupos de estudio, 0,8
mg/kg y 3 mg/Kg (véase seccion 3.6.3).

La administracion de CPT (0,8 mg/Kg) provoco efectos secundarios
como dolor, hematuria, pérdida de peso, necrosis y pérdida parcial de las
colas (Tabla 6.1). Por otro lado, el grupo tratado con 3 mg/Kg de CPT
ademas presentd venas impracticables (vena lateral de la cola y vena
safena) y muerte de 2 de los especimenes tratados. Debido a la intensidad
y extrema gravedad de los efectos secundarios se suspendio el ensayo en
este grupo 15 dias después de iniciar el tratamiento.

Por el contario, la administracion de SNP-(CO)-CPT3 (véase
capitulo 4) a razon de 0,8 mg CPT/Kg no provoc6 ningun tipo de
reaccion adversa en los ratones tras 22 dias de tratamiento. Tampoco
generd ningun cambio en el comportamiento de los animales de estudio.

Asi pues, la unién del farmaco a un soporte como SNP reduce
notablemente los efectos adversos observados en el tratamiento con CPT
en ratones, lo que abre la posibilidad de incrementar la dosis
administrada o bien prolongar el tratamiento con el fin de mejorar los

resultados clinicos.
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Tabla 6.1. Pardmetros principales monitorizados en el estudio de tolerabilidad
de CPT y SNP-(CO)-CPT3 (0,8 mg CPT/KQ).

PBS CPT SNP-(CO)-CPT3

Peso del raton

Ratio T/C de pérdida de peso (%) 0 -9 2
Efectos secundarios?

Dolor - +++ -
Hematuria - +++ -
Venas impracticables - ++ -
Necrosis o pérdida de colas - + -

 Incidencia en ratones: +++ =100 %; ++=50%;+=25%;-=0%

6.3. Eficacia terapeéutica

La actividad terapéutica del nanofarmaco SNP-(CO)-CPT3 viene
condicionada por la biodistribucion obtenida en el apartado anterior. La
intensidad del efecto EPR mostrada por el nanofarmaco determinara en
gran medida su potencial terapéutico. Por otro lado, la captacion de
nanoparticulas por parte del SRE podria dar lugar a una serie de efectos
secundarios no deseados.

A pesar de los posibles inconvenientes citados previamente se
produce cierta acumulacion del nanofarmaco en el tejido tumoral. Este
hecho facilitaria la liberacién controlada de la CPT en el foco patolégico,
ya que una vez producida la endocitosis del material, apenas se liberara
CPT en el lisosoma debido a la estabilidad del material a pH &cido [20].

De este modo se produciria una liberacion de CPT constante y
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prolongada en el citosol, algo deseable cuando se aplican tratamientos
con inhibidores de la fase S del ciclo celular [21].

El estudio de eficacia terapéutica se ha llevado a cabo mediante
administraciones sucesivas del nanofarmaco SNP-(CO)-CPT3 (0,8
mg/Kg de CPT equivalente en cada administracion) sobre un grupo de
animales a lo largo de tres semanas, tal y como se describe en la seccion
3.6.3. En paralelo, sendos grupos de ratones atimicos hembra fueron
tratados con una dosis idéntica del farmaco libre o con PBS (grupo
control). Al final del experimento los animales se sacrificaron y se
determing la concentracion de CPT en los diferentes tejidos por HPLC.

Asimismo, con la finalidad de seguir la evolucion del tumor, todos
los animales se trataron con 150 mg/Kg de D-luciferina en PBS mediante
inyeccion intraperitoneal. La acumulacion de este marcador en el tumor
permitio obtener imagenes de bioluminiscencia (BLI) 13-21 minutos tras
la inyeccién. Para ello se utilizé un equipo IVIS® Spectrum Imaging
System con el programa Living Image® 3.2 estableciendo las regiones de
interés y cuantificando la sefial como fotones por segundo (fotones/s).

El analisis por HPLC del grupo tratado con SNP-(CO)-CPT3
presentd una acumulacion mayoritaria en el higado, seguido de los
pulmones y el bazo, de manera similar a los resultados obtenidos en los
experimentos de biodistribucion presentados en el apartado 6.1.1.

A pesar de ello, no se aprecian efectos secundarios en los animales
de estudio. También se detectd una pequefia cantidad de CPT en tumor
(alrededor del 0,5 % de la dosis administrada) (Figura 6.5).

En lo que refiere a los grupos tratados con CPT administrada por

via intravenosa, se aprecié un deposito del farmaco en el higado, pulmon,
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bazo y rifion, si bien la cantidad detectada en tumor era muy baja. La
acumulacién de la CPT en bazo también se ha descrito para otro tipo de
farmacos como colchicina, eritromicina, pirimetamina, tetraciclinas y
cloroquinas [22]. Esto puede deberse a que para dosis elevadas de CPT el
higado no es capaz de transformar el farmaco en derivados hidrosolubles
eliminables por orina a través de los rifiones, y por esta causa se produce
la acumulacion en bazo.

A su vez, los efectos adversos extremos observados en el apartado
anterior tras la administracion de dosis de 3 mg CPT/Kg se pueden
producir debido a la incapacidad de metabolizar y eliminar la CPT por

parte del organismo.
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Figura 6.5. Porcentaje de la dosis inyectada de CPT en los diversos tejidos
determinado por HPLC tras el punto final (dia 22) del estudio de eficacia

terapéutica.

6.3.1. Evolucion del volumen del tumor
Se analizé la evolucion de los xenoinjertos tumorales realizando
medidas del volumen de los tumores en los diferentes grupos con un

calibre y por BLI. En el caso de las medidas con calibre, se observé que
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tanto el tratamiento con CPT como con el nanofarmaco SNP-(CO)-CPT3
produjo un retraso significativo en el crecimiento del tumor en
comparacion con el grupo control (PBS).

El nanofarmaco SNP-(CO)-CPT3 resulta claramente mas efectivo
que la CPT, ya que a los 15 dias de estudio los ratios tumor/control (T/C)
eran 95 y 88 % para los grupos tratados con CPT y SNP-(CO)-CPT3,
respectivamente. Tras 22 dias, los ratios T/C eran 81% para el grupo
tratado con CPT y 69 % en el caso de SNP-(CO)-CPT3 (Figura 6.6.A)
[1].

Los resultados obtenidos se contrastaron con las medidas de BLI.
En este caso también se obtiene un mayor retraso en el crecimiento del
tumor al emplear el tratamiento con SNP-(CO)-CPT3 (Figuras 6.6.B y
Figura 6.7).
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Figura 6.6. Inhibicion del crecimiento tumoral. A) Mediante medidas externas
del volumen tumoral empleando pie de rey. B) A través de sefiales de

bioluminiscencia (BLI).
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Dias trasnscurridos

D4 DI11

CPT PBS

SNP-(CO)-CPT3

x10° Intensidad de bioluminoscencia (fotones/s)

Figura 6.7. Inhibicion del crecimiento tumoral. Monitorizacion in vivo de un
raton representativo de cada uno de los tratamientos tras: 1, 4, 11, 15y 22 dias

de tratamiento [1].
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Al respecto, creemos que la eficacia terapéutica del material SNP-
(CO)-CPT3 se debe a la liberacién de la CPT de forma lenta y
continuada en el citosol celular. Esto seria posible debido a la estabilidad
del enlace éster que une el soporte a la CPT en medio ligeramente acido,
como el de los lisosomas [19].

Los andlisis de CPT realizados en tejidos también refuerzan la
hipotesis de una liberacion de CPT prolongada en el foco patoldgico.
Como se ha visto anteriormente, la cantidad de farmaco detectada tras 22
dias, era mayor en el grupo tratado con SNP-(CO)-CPT3 (47,2 + 62,2
ng/ml en sangre y 66,0 + 45,5 ng/g en tumor), que en el grupo tratado
con CPT (38,2 = 22,9 ng/ml en sangre y <0,1 ng/g en tumor) (Figura
6.8). Probablemente, la CPT se elimin6 a través de la orina como
indicaria la importante cantidad de farmaco analizada en rifiones en el

grupo tratado con 0,8 mg/Kg de CPT.
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6.3.2. Comparativa con otros nanofarmacos

Se han llevado a cabo estudios de eficacia terapéutica con
diferentes nanofarmacos de CPT. En primer lugar, se ha realizado un
ensayo de efectividad terapéutica empleando nanoparticulas de MCM-41
con una duracién de 68 dias. Tras el tratamiento, practicamente se
eliminan los tumores en los grupos tratados con los dos tipos de
nanoparticulas testadas [18].

No obstante, aunque se trata de materiales similares, los datos son
dificilmente comparables con los obtenidos para nuestro nanofarmaco
debido a que Lu et al. efectian un ensayo de prevencién del crecimiento
tumoral, siendo la dosis administrada mé&s elevada (y por via
intraperitoneal) [18], mientras que en el experimento realizado con SNP-
(CO)-CPT3 se evalua la inhibicion del crecimiento del tumor una vez
esta desarrollado.

Por otro lado, los ensayos de actividad terapéutica realizados con
polimeros de ciclodextrinas indican una actividad antineoplasica
mejorada frente el farmaco libre (CPT). Si bien no se produce una
regresion total del tumor en todos los casos de estudio, si se produce una
inhibicion del crecimiento, manteniendo un volumen de tumor constante
cercano a los 100 mm? durante mas de 100 dfas tras el tratamiento. Esta
mejora en la eficacia terapéutica puede deberse a la liberacion
prolongada de la CPT en el tejido tumoral tal y como acurre en nuestro
caso [23]. Ademas, el nanofarmaco de ciclodextrinas es capaz de
producir regresion total del tumor en sarcoma de Ewing diseminado y
presenta actividad antineoplasica en diferentes lineas celulares resistentes

a derivados de la CPT como el Irinotecan [20].
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6.4. Conclusiones parciales

El nanofarmaco SNP-(CO)-CPT3 se acumula mayoritariamente en
higado, aunque también se detecta en otros tejidos como bazo, pulmones
y rifiones. Estos resultados indican un reconocimiento y captacion de las
particulas por parte del SRE.

La cantidad de nanoparticulas con CPT acumulada en tumor es
relativamente baja (<1 %), si bien estd en la linea de lo esperable para
ese tipo de preparados farmacéuticos.

Por otro lado, la CPT inyectada por via intravenosa presentd una
biodistribucion tipica de farmacos liposolubles, en la que el farmaco se
acumula en los 6rganos con mayor irrigacion.

En lo referente a la tolerabilidad del tratamiento terapéutico, la
administracién de CPT genera una gran cantidad de efectos secundarios
dependientes de la dosis. Los animales de estudio presentaron dolor,
hematuria, pérdida de peso, venas coccigea y safena impracticables,
necrosis y pérdida parcial de las colas, e incluso muerte.

Sin embargo, la administracién del nanofarmaco SNP-(CO)-CPT3
no generd ningln tipo de reaccion adversa, ni cambios en el
comportamiento de los animales. De este hecho se deduce que la unidn
del profarmaco a un vehiculo como SNP suprime los efectos secundarios
mostrados en el tratamiento con CPT a concentracion terapeutica.

Por Gltimo, el tratamiento con SNP-(CO)-CPT3 resulta claramente
mas eficaz en la inhibicion del crecimiento tumoral que el farmaco libre,
puesto que el grupo administrado con nanofarmaco presenta ratios de

T/C y BLI inferiores a los animales tratados con CPT.
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Por lo tanto, el tratamiento con el nanofarmaco SNP-(CO)-CPT3
ofrece dos ventajas fundamentales frente al uso de la molécula del
antitumoral. En primer lugar, una mayor eficacia terapéutica que la CPT

y ademas la ausencia de efectos secundarios a la dosis empleada.
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7. Conclusiones generales

En la presente tesis doctoral se han preparado, caracterizado y utilizado
en terapia anticancerigena diferentes modelos de nanofarmacos basado en
particulas de silice y camptotecina, evaluando su estabilidad en fluidos
bioldgicos, posible toxicidad y potencial terapéutico mediante ensayos en
cultivos celulares y en xenoinjertos de cancer colorrectal humano en raton.

A lo largo de los diversos capitulos de la presente tesis se han expuesto las

conclusiones parciales obtenidas a partir de los resultados experimentales. A

continuacion, se muestran las conclusiones generales extraidas a partir del

conjunto de informacion lograda durante la investigacion:

e Los diferentes nanomateriales de silice desarrollados y sus derivados
funcionalizados con grupos organicos carecen de citotoxicidad
significativa en los modelos in vitro estudiados. Este hecho, posibilita la
aplicacion de nanoparticulas de silice como vehiculos para la fabricacion
de nanofarmacos.

e Se ha desarrollado un modelo de nanofdrmaco basado en nanoparticulas
de silice de topologia variable que incorporan en su superficie la
molécula de camptotecina mediante un enlace éster. La ruptura de dicho
enlace por la accién de alcalis o carboxilasas citoplasmaticas permite la
liberacion del farmaco.

e Se ha desarrollado un modelo de nanofarmaco basado en nanoparticulas
de silice de estructura core-shell, con nucleo de silice amorfa no porosa y
cubierta de silice mesoporosa organizada, sobre las que se incorpora la
molécula de camptotecina mediante un puente disulfuro. La ruptura de
dicho enlace por la accion de compuestos reductores activa un

mecanismo de ciclacion intramolecular entre el grupo tiol libre y un
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grupo carbonato cercano, del cual resulta la liberacion del farmaco y una
tiolactona.

e Los nanofarmacos sintetizados presentan gran estabilidad y escasa
liberacion inespecifica del farmaco o leaching en fluidos bioldgicos, lo
que facilita la preparacion de formas farmacéuticas inyectables. De esta
forma, se limitan los efectos secundarios asociados a la distribucion
sistémica del principio activo. Esto se debe a que, el enlace covalente
formado entre la molécula terapéutica y el soporte de silice Unicamente
se escinde de manera cuantitativa bajo condiciones especificas
correspondientes a la actividad bioquimica intracelular, como la accion
de determinadas enzimas o de compuestos reductores.

e En los nanofarmacos desarrollados, el proceso de liberacion de la
camptotecina estd gobernado por fenémenos de difusion. Asi pues, los
datos experimentales se ajustan bien al modelo cinético de Higuchi, en el
caso de liberacion por hidrdlisis alcalina de ésteres, bien al modelo de
Ritger-Peppas, en el caso de liberacion por reduccion de puentes
disulfuro.

e El didmetro de poro de los nanomateriales condiciona el proceso de
liberacion del farmaco, de manera que las restricciones a la difusion
disminuyen (mayor constante cinética) al aumentar el tamafio de poro.

e EIl caracter hidrofobico de los nanofarmacos condiciona el proceso de
endocitosis, en la medida en que dicha hidrofobicidad conduce a peores
dispersiones en medio acuoso, agregacion de particulas y aumento del
radio hidrodinamico, lo que en determinadas condiciones favorece la
captacion por parte de las células. En este sentido, el caracter hidrofébico
aumenta en la medida en que se incrementa la cantidad de camptotecina

incorporada al soporte inorganico.

216



Capitulo 7 | Conclusiones generales

El modelo de nanofarmaco basado en nanoparticulas de silice que
incorporan camptotecina mediante enlace éster presenta una actividad
citotoxica (expresada como valor de 1Csp) ligeramente inferior al de la
camptotecina libre en las diferentes lineas celulares comerciales
estudiadas. Ello se debe a impedimentos de tipo estérico que dificultan la
hidrolisis enzimatica del enlace ester que une el farmaco al soporte
inorganico.

A pesar de lo anterior, el modelo de nanofarmaco basado en
nanoparticulas de silice que incorporan camptotecina mediante enlace
éster presenta una elevada capacidad de carga de camptotecina (hasta un
10 % en peso), lo que lo hace especialmente interesante para el
tratamiento del cancer colorrectal en estudios in vivo.

El modelo de nanofarmaco basado en nanoparticulas de silice sobre las
que se une la camptotecina mediante puente disulfuro presenta
citotoxicidad variable en células HelLa (expresada como valor de ICs),
en funcion del ligando utilizado para incorporar la camptotecina. En este
caso, la longitud de dicho ligando determina la ciclacién intramolecular
que deja libre la molécula de camptotecina, y sélo la cadena més corta (2
carbonos) permite la liberacion completa, obteniéndose valores de 1Cs
similares a los del farmaco libre.

La incorporacion de fluorocromos como rodamina B o Cy5.5, bien sea
sobre la superficie del nanofarmaco o en el interior de la particula, es
posible mediante reacciones quimicas sencillas, y permite llevar a cabo
un seguimiento de la difusion de las particulas terapéuticas en estudios
in vitro e in vivo.

Los ensayos realizados en xenoinjertos de cancer colorrectal humano en

raton evidencian la captacion parcial de los nanofarmacos por parte de
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células del sistema reticulo-endotelial, a la vez que la acumulacion
registrada en tumor es relativamente baja (inferior al 1% de la dosis
administrada).

e A pesar de lo anterior, la terapia aplicada con el nanofarmaco basado en
nanoparticulas de silice y camptotecina presenta un incremento en la
eficacia terapéutica respecto del farmaco libre, y produce una reduccion
drastica de los efectos secundarios hasta su desaparicion a las dosis

empleadas.
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CPT/Kg).
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Anexo Il

Lista de acronimos y abreviaturas






Abreviatura

Significado

AgeT Area Brunauer-Emmer-Teller

AE Anélisis elemental

APTES (3-aminopropil)trietoxisilano

ARN Acido ribonucleico

BET Brunauer-Emmer-Teller

BJH Barret-Joyner-Halenda

BLI Imagenes de bioluminiscencia

BSO Butionina sulfoximina

CPT Camptotecina

CTAB Bromuro de hexadeciltrimetilamonio

DCM Diclorometano

DHLA Acido dihidrolipoico

DHLA Acido dihidrolipoico

DIPC N,N’-diisopropilcarbodiimida

DIPEA N,N’-diisopropiletilamina

DLS Dispersion de luz dinénica

DMAP 4-(dimetilamino)piridina

DMSO Dimetilsulfoxido

DNA Acido desoxiribonucléico

Dp Didmetro de poro

DRX Difraccion de rayos X

DTT Ditiotreitol

EDCi N-(dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida
clorhidrato

EPR Permeabilidad capilar y retencion tisular aumentada

FC-4 Fluorocarbono

FTIR Espectroscopia infrarroja mediante la transformada
de Fourier

GC-MS Cromatdgrafo de gases masas

Gly-CPT-TFA Glicina-CPT (Trifluoroacetato)

GSH Glutation

HCI Acido clorhidrico

HCT-116 Linea celular (carcinoma de colon)

Hela Linea celular (carcinoma de cérvix)

HOBT 1-hidroxibenzotriazol

HOMO Orbital ocupado de mayor energia

HPLC Cromatografia liquida de alta resolucion
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Abreviatura Significado

HPLC-MS Cromatografo de liquidos de alta resolucion masas

HT-29 Linea celular (carcinoma de colon)

ICso Concentracion inhibitoria 50

ICP-OES Espectofotometro de emision dptica con plasma de
acoplamiento inductivo

KJS Kruk-Jaroniec-Sayari

LUMO Orbital desocupado de menor energia

MDR Resistencia multiple a drogas

MSN Nanoparticulas de silice mesoporosa

MTD Dosis maxima tolerada

MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-
2H-tetrazolio

NADH Nicotinamida adenina dinucle6tico

PBS Tampon fosfato salino

PEG Polietilenglicol

PEI Polietilenimina

P-gp Glicoproteina P

Prx Peroxiredoxina

RMN Resonancia magnética nuclear

RMN-MAS Resonancia magnética nuclear de angulo magico de
espin

RNA Acido ribonucleico

RP-HPLC Cromatografia liquida de alta resolucion de fase
reversa

SIARN Acido ribonucleico interferente

SNP Nanoparticulas de silice amorfa

SRE Sistema reticulo endotelial

TIC Ratio Tumor/Control

T-boc-glicina N-(tertbutoxicarbonil)glicina

TCA Acido tricloroacético

TEM Microscopia electrénica de transmision

TEQOS Tetraetilortosilicato

TFA Acido trifluoroacético

TMB 1,3,5-trimetilbenzeno

TRIC Isotiocianato de tetrametil rodamina

Trx Tioredoxina

UA Unidades arbitrarias
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Abreviatura Significado

U87MG Linea celular (glioblastoma)

UV-vis Espectroscopia de ultravioleta visible
Vp Volumen poro

Alfabeto griego

Abreviatura Significado

5 Desplazamiento quimico
0 Angulo

A Longitud de onda

4 Potencial
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Anexo Il

Espectros de RMN






Gly-CPT-TFA
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2-(piridin-2-ildisulfanil)etanol
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3-(piridin-2-ildisulfanil)propan-1-ol

37
187

]
703

0 T U v J
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 |1

13C

6054

15937

=
B

L

160 150 140 130 120 110 100 9% 8 70 60 S0 4 30 20 10

243



4-(piridin-2-ildisulfanil)butan-1-ol
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Piridilditioetil carbonato de camptotecina
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Piridilditiopropil carbonato de camptotecina
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Piridilditiobutil carbonato de camptotecina
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Anexo IV

Datos de los modelos cinéticos de liberacion






Capitulo 4

SNP-(CO)-CPT2

Datos Higuchi Primer orden Bhaskar Ritger-Peppas
experimentales
t () X 't (h) X t (h) -In(1-X) 0% -In(1-X) In(t) In(X)
0 0 0 0 0 0 0 0
3 0,11 1,4142 0,11 2 0,1233 1,5691 0,1233 0,6931 -2,1541
6 0,16 2,4494 0,16 6 0,1743 3,2047 0,1743 1,7917 -1,8325
24 0,31 4,8989 0,31 24 0,3710 7,8911 0,3710 3,1780 -1,1711
MSNP-(CO)-CPT?2
Datos Higuchi Primer orden Bhaskar Ritger-Peppas
experimentales
t (h) X 't (h) X t(h) | -In(1-X) 0% -In(1-X) In(t) In(X)
0 0 0 0 0 0 0 0
1 0,2349 1 0,2349 1 0,2677 1 0,2677 0 -1,4486
2 0,2947 1,4142 0,2947 2 0,3491 1,5691 0,3492 0,6931 -1,2217
3 0,3731 1,7320 0,3731 3 0,4670 2,0423 0,4670 1,0986 -0,9858
6 0,4538 2,4494 0,4538 6 0,6048 3,2047 0,6048 1,7917 -0,7900
FSNP-(CO)-CPT
Datos Higuchi Primer orden Bhaskar Ritger-Peppas
experimentales
t (h) X 't (h) X t(h) | -In(1-X) [ -In(1-X) In(t) In(X)
0 0 0 0 0 0 0 0
1 0,2092 1 0,2092 1 0,2348 1 0,2348 0 -1,5641
2 0,3280 1,4142 0,3280 2 0,3975 1,5691 0,3975 0,6931 -1,1145
3 0,4937 1,7320 0,4937 3 0,6807 2,0423 0,6807 1,0986 -0,7056
6 0,6517 2,4494 0,6517 6 1,0548 3,2047 1,0548 1,7917 -0,4280
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Capitulo

5

RhB-SiO,@MSN-SS-C2-CPT

Datos Higuchi Primer orden Bhaskar Ritger-Peppas
experimentales
t (min) X 't (min) X t -In(1-X) % -In(1-X) In(t) In(X)
(min)
0 0,08 0 0,08 0 0,0833 0 0,0833
5 0,38 2,2360 0,38 5 0,4780 2,8466 0,4780 1,6094 -0,9675
10 0,45 3,1622 0,45 10 0,5978 4,4668 0,5978 2,3025 -0,7985
20 0,54 4,4721 0,54 20 0,7765 7,0092 0,7765 2,9957 -0,6161
60 0,68 7,7459 0,68 60 1,1394 14,3152 1,1394 4,0943 -0,3856
120 0,95 10,9544 0,95 120 2,9957 22,4630 2,9957 4,7874 -0,0512
RhB-SiO,@MSN-SS-C3-CPT
Datos Higuchi Primer orden Bhaskar Ritger-Peppas
experimentales
t (min) X t (min) X t -In(1-X) [ -In(1-X) In(t) In(X)
(min)
0 0,0662 0 0,0662 0 0,0685 0 0,0685
5 0,6218 2,2360 0,6218 5 0,9725 2,8466 0,9725 1,6094 -0,4735
15 0,7702 3,8729 0,7702 15 1,4708 5,8137 1,4708 2,7080 -0,0120
60 0,8503 7,7459 0,8503 60 1,8991 14,3152 1,8991 4,0943 -0,0235
RhB-SiO,@MSN-SS-C4-CPT
Datos Higuchi Primer orden Bhaskar Ritger-Peppas
experimentales
t (min) X 't (min) X t -In(1-X) [ -In(1-X) In(t) In(X)
(min)
0 0,0094 0 0,0094 0 0,0095 0 0,0095
5 0,0244 2,2360 0,0244 5 0,0247 2,8466 0,0247 1,6094 -3,7117
15 0,3677 3,8729 0,3677 15 0,4585 5,8137 0,4585 2,7080 -1,0002
60 0,9970 7,7459 0,9970 60 5,8151 14,3152 5,8151 4,0943 -0,0029
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Anexo V

Graficas de citometria de flujo:






SiO,RhB@MSN-SH

[Ungated] FL3 LogFL5 Log - ADC
10° E
[Ungated] FL3 Log/FL5 Log m?*;
Region Number %Total %Gated X-Mean Y-Mean - :
ALL 20000 100.00 100.00 0.766  0.642 2w
C 18885 9442 9442 0287 0591 = E
G 51 026 026 131 5.68 -
] 605 3.02 3.02 3.68 1.86 :
FL3 Log
[Ungated] FL3 Log/HLS Log - ADC
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[Ungated] FL3 Log/FL5 Log :
Region Number %Total %Gated X-Mean Y-Mean ma_%
AIL 20000 100.00 10000 0933 0711 T i
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[Ungated] FL3 Log/FL5 Log me_Z
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SiO,RhB@MSN-SS-C2-CPT

[Ungated] FL3 Log/FL5 Log
Region Number %Total %Gated X-Mean Y-Mean
ATL 11499  100.00 100.00 1.09 1.51

C 10493 9125 91.25 0.453 1.35
G 24 0.21 0.21 171 9.03
J 913 794 7.94 41 312

|Ungated] FL3 LogFL5 Log - ADC

[Ungated] FL3 Log/FL5 Log
Region Number %Total %Gated X-Mean Y-Mean
AL 5148 100.00 100.00 136 204

C 4769 9264 9264 0.426 1.87
G 17 033 0.33 177 9.33
J 324 6.29 6.29 6.09 4.01

[Ungated] FL3 Log/FL5 Log
Region Number %Total %Gated X-Mean Y-Mean

ALL 9426 100.00 100.00 1.51 2.62
C 8831 9369 93.69 0.447 242
G 31 033 033 196 116
J 520 5.52 5.52 7.86 499
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|Ungated] FL3 LogFLS Log - ADC

10°
[Ungated] FL3 Log/FL5 Log ;
Region Number %Total %Gated X-Mean Y-Mean E
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SiO,RhB@MSN-SS-C3-CPT

|Uniated] FL3 LogFLS Log - ADC
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[Ungated] FL3 Log/FL5 Log

FL5 Log
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SiO,RhB@MSN-SS-C4-CPT

[Ungated] FL3 Log/FL3 Log

Region Number %Total %Gated X-Mean Y-Mean
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[Unated] FL3 LogFLS Log- ADC

[Ungated] FL3 Log/FL3 Log
Region Number %Total %Gated X-Mean Y-Mean
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Anexo VI

Curriculo obtenido durante el periodo de tesis






Publicaciones

1. Botella, P.; Abasolo, I.; Fernandez, Y.; Muniesa, C.; Miranda, S.;
Quesada, M.; Ruiz, J.; Schwartz Jr, S.; Corma, A. J. Control. Release
2011, 156, 246-257.

2. Botella, P.; Ortega, I.; Quesada, M.; Madrigal, R. F.; Muniesa, C.;
Fimia, A.; Fernandez, E.; Corma, A. Dalton Trans. 2012, 41, 9286-9296.
Articulo de portada.

3. Muniesa, C.; Vicente, V.; Quesada, M.; Saez-Atienzar, S.; Blesa, J.
R.; Abasolo, I.; Fernandez, Y.; Botella, P. RSC Adv. 2013, en revision.

4. Quesada, M.; Muniesa, C.; Botella, P. Chem. Mater. 2013, en revision.

Patentes

1. Inventores (p. o. de firma): Corma, A; Botella, P.; Quesada, M;
Muniesa, C.; Schwartz, S.

Titulo: Nanoparticulas de silice para difusion intracelular de agentes
bioactivos poco solubles.

N.° de solicitud: N02011124739 .

Pais de prioridad: ES.

Fecha de prioridad: 6/04/2010.

Entidad titular: Consejo Superior de Investigaciones Cientificas,
Universidad Politécnica de Valencia, Institut de Recerca de L’Hospital
Universitari Vall D’Hebron.

Contribuciones a congresos

1. Autores: Botella, P.; Abasolo, I.; Muniesa, C.; Ruiz, J.; Fernandez, Y ;
Quesada, M.; Corma, A.; Schwartz, S., Jr

Titulo: Delivery of camptothecin to cancer cells with silica nanoparticles
Tipo de participacion: Ponencia

Congreso: Nanotech Conference & Expo 2010
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Publicacion: Proceedings of Nanotech Conference & Expo 2010, Vol 3,
pp.320-323

Fecha 07/2010

Lugar de celebracion: Anaheim (USA)

2. Autores: Botella, P.; Abasolo, I.; Muniesa, C.; Ruiz, J.; Fernandez, Y ;
Quesada, M.; Corma, A.; Schwartz, S., Jr

Titulo: A novel delivery Platform for Camptothecin to Cancer Cells
Based in Mesoporous Silica Nanoparticles

Tipo de participacion: Ponencia

Congreso: FZC-IMMS2010 Conference

Publicacion: Actas

Lugar de celebracién: Sorrento (Italia)

Fecha: 07/2010

3. Autores: Muniesa, C.; Miranda, S.; Fernandez, Y.; Quesada, M.; Ruiz,
J.; Schwartz Jr, S.; Corma, A.; Abasolo, I.; Botella, P.

Titulo: In vitro evaluation of surface-modified silica nanoparticles for the
delivery of camptothecin

Tipo de participacion: Poster

Congreso: 5" International FEZA Conference

Publicacion: Actas

Lugar de celebracion: Valencia (Espafia)

Fecha: 07/2011

4. Autores: Botella, P.; Ortega, I.; Quesada, M.; Madrigal, M.; Muniesa,
C.; Fimia, A.; Fernandez, E.; Corma, A.

Titulo: Gold nanoclusters with mesoporous silica for combined
chemotherapy and photothermal therapy of cancer cells

Tipo de participacion: Ponencia

Congreso: 5™ International FEZA Conference

Publicacion: Actas

Lugar de celebracion: Valencia (Espafia)

Fecha: 07/ 2011
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5. Autores: Botella, P.; Quesada, M.; Muniesa, C.; Corma; A.

Titulo: Disefio de materiales nanoestructurados de silice mesoporosa para
la difusion controlada de moléculas organicas

Tipo de participacion: Ponencia

Congreso: CICAT 2012 (X111 Congreso Iberoamericano de Catélisis)
Publicacion: Actas

Lugar de celebracion: Santa Fe (Argentina)

Fecha: 08/2012

6. Autores: Muniesa, C.; Botella, P.; Abasolo, I.; Fernandez, Y.; Quesa-
da, M.; Schwartz Jr, S.

Titulo: Improved Therapy of Colorectal Cancer with Camptothecin-
Loaded Silica Nanoparticles: A Preclinical Study

Tipo de participacion: Poster

Congreso: Imaginenano 2013

Publicacion: Actas

Lugar de celebracion: Bilbao (Espafia)

Fecha: 04/2013

Proyectos

1. Titulo del Proyecto: Disefio Molecular de Nanomateriales
Estructurados Organicos-Inorganicos para su aplicacién en catélisis,
separacion de gases y biomédica

Referencia del proyecto: MAT2006-14274-C02-01

Entidad Financiadora: CICYT (C-CONSOLIDER)

Investigador responsable: Avelino Corma Canos

Fechas: 2006-2011

2. Titulo del proyecto: Development of new therapeutic approaches for
retinal dystrophies

Referencia del proyecto: RETINA

Entidad financiadora: CIBER-BBN

Grupo: Advanced delivery systems (ITQ-CSIC)

Investigador responsable: Pablo Botella Asuncion
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Coordinador: Eduardo Fernandez Jover (UMH)
Fechas: 2010-2013

3. Titulo del proyecto: Nuevas cubiertas biocompatibles e inflamatorias
para electrodos neuronales

Entidad financiadora: CICYT

Referencia del proyecto: MAT2012-39290-C02-02

Investigador responsable: Pablo Botella Asuncion

Fechas: 2013-2015

4. Titulo del proyecto: Desarrollo de una nueva generacion de lentes
intraoculares multifuncionales

Entidad financiadora: INNPACTO

Referencia del proyecto: IPT-2012-0574-300000

Investigador responsable: Pablo Botella Asuncion

Coordinador: AJL S.A.

Fechas: 2012-2015
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