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Resumen

El desarrollo de nuevas metodologias para la detecciéon y
tratamiento del cancer pasa por la necesidad de minimizar los
efectos secundarios de las terapias actuales. En este campo, la
nanotecnologia permite disefiar y fabricar vehiculos de agentes
terapéuticos y/o de diagnéstico que pueden dirigirse
selectivamente al tejido patolégico y responder a estimulos
especificos que permiten ejercer un control estricto sobre la

actividad biolégica de estos sistemas.

En este contexto, en la presente tesis doctoral se aborda el
disefio, sintesis y validacion biologica de sistemas basados en
nanoparticulas de redes organometalicas (nanoMOFs). El
objetivo general es el estudio y evaluaciéon del potencial de los
nanoMOFs como componentes estructurales de vehiculos
destinados a aplicaciones biomédicas, concretamente a la
difusién intracelular de farmacos y a la mejora de la resolucion
de imagen clinica. Dicho planteamiento da lugar a dos retos

principales:

Desarrollar sistemas estables basados en nanoMOFs de Fe3*
para la difusion intracelular de farmacos antitumorales.
Desarrollar sistemas estables basados en nanoMOFs de Fes+ y
Gds3* para la obtencién de nuevos agentes de contraste para
mejorar la imagen por resonancia magnética.

Para implementar el primero de estos retos, se han preparado
materiales para liberacion controlada de camptotecina (CPT)
basados en nanoMOFs funcionalizados con grupos amino, MIL-
100(Fe) y MIL-101(Fe) nanoMOF a los cuales se une CPT
mediante enlace covalente sobre los grupos amino, ya sea por

amidacion o por quimica click. Los derivados del MIL-101(Fe)



cargados con CPT presentan una internalizacion celular
mejorada debido a su potencial { positivo y una fuerte
respuesta al pH acido, aumentando la descarga del farmaco de
2 a 4 veces a pH 5, lo que estimula la liberacion intracelular
por actividad endosomolitica. En general, estos nanoMOFs
constituyen un vehiculo apropiado para la difusion segura de

CPT, con gran potencial para su uso in vivo.

Respecto del segundo reto, se han desarrollado diversos
agentes de contraste para imagen por resonancia magnética
basados en wun MOF analogo del azul de Prusia,
Gd(H20)4[Fe(CN)e], capaces de mejorar tanto la relajatividad
longitudinal (71), como la transversal (72). Mediante reaccion
del Gd(H20)4[Fe(CN)e¢] con silicato en medio alcalino se han
obtenido nanoparticulas monodispersas de o6xido de Gd-Si
conservando la morfologia original, con valores de T1 y T> in
vitro superiores a las disoluciones comerciales de quelatos de
Gd3* y excelente estabilidad en fluidos fisiologicos. Asimismo,
se ha obtenido un nuevo material hibrido por recubrimiento de
las nanoparticulas de Gd(H20)s4[Fe(CN)e¢] con una delgada capa
de silice, por hidroélisis y polimerizacion del silicato a pH
neutro. Dicho material presenta valores de T: un orden de
magnitud superior a los sistemas basados en quelatos de Gds3*
y un contraste positivo mucho mas fuerte en imagenes de
resonancia in vitro e in vivo, debido al efecto sinérgico entre los
centros magnéticos de Gd3* y Fe3* estrechamente conectados a
través de enlaces tipo ciano en una estructura cristalina muy
compacta. Ademas, estas nanoparticulas presentan una
composicién muy homogénea y una relacién atémica de Gd:Fe
constante, proporcionando excelente reproducibilidad en la

senal.



Abstract

Developing new methodologies for cancer diagnosis and
therapy involves the need to minimize current therapies
secondary effects. In this field, nanotechnology brings out the
opportunity to design and manufacture vehicles for therapeutic
and/or diagnostic agents, which may be selectively targeted to
the pathological tissue and respond under specific stimuli that

allow to accurately control the systems biological activity.

In this context, this doctoral thesis tackles the design,
synthesis and  biological validation of metalorganic
nanoparticle-based systems (nanoMOFs). The general aim is
the study and evaluation of nanoMOFs potential as structural
components of vehicles for biomedical use, mostly to drug
intracellular diffusion and clinical imaging improvement. This

rationale leads to two main challenges:

Developing stable systems based on Fe3* nanoMOFs for
intracellular diffusion of antitumor drugs.

Developing stable systems based on Fe3* and Gd3* nanoMOFs
to obtain novel contrast agents that can enhance magnetic
resonance imaging.

In order to address the first challenge, we have prepared
camptothecin (CPT) controlled release materials based on
amino group functionalized nanoMOFs, MIL-100(Fe) and MIL-
101(Fe), where CPT is covalently bonded over amino groups by
amidation or click chemistry. CPT-loaded MIL-101(Fe)
derivatives have shown improved cell internalization due to
their positive { potential and a strong response to acid pH,
increasing drug discharge over 2-4 fold at pH 5, which

promotes intracellular release by endosomolytic activity.



Overall, these nanoMOFs provide an appropriate vehicle for

safe CPT diffusion, with good potential at in vivo use.

With regards to our second challenge, we have developed
different contrast agents for magnetic resonance imaging based
on a Prussian Blue analogue, Gd(H20)4[Fe(CN)¢], that is able to
increase both longitudinal (T:) and transversal relaxivity (73).
By reaction of Gd(H20)s[Fe(CN)e] with silicate in alkaline
medium we have obtained Gd-Si oxide monodispersed
nanoparticles keeping the pristine morphology, with T1 y T in
vitro values higher that Gds3* chelate commercial solutions.
Moreover, we have obtained a novel hybrid material by
Gd(H20)4[Fe(CN)e¢] nanoparticle covering with a thin silica layer,
by silicate hydrolysis and polymerization at neutral pH. Such
material presented T; values one order higher that Gd3+ chelate
based systems and a positive contrast much stronger in
magnetic resonance images in vitro and in vivo, due to the
synergetic effect between Fe3* and Gd3* magnetic centers
closely connected through cyano-bridge bonds in an extremely
dense structure. Furthermore, these nanoparticles present a
very homogeneous composition and a constant Gd:Fe atomic

ratio, providing excellent signal reproducibility.



Resum

El desenvolupament de noves metodologies per a la detecci6 i
tractament del cancer passa per la necessitat de minimitzar els
efectes secundaris de les terapies actuals. En aquest camp, la
nanotecnologia permet dissenyar i fabricar vehicles d'agents
terapeéutics i/o de diagnostic que poden dirigir-se selectivament
al teixit patologic i respondre a estimuls especifics que
permeten exercir un control estricte sobre l'activitat biologica

d'aquests sistemes.

En aquest context, en la present tesi doctoral s'aborda el
disseny, sintesi i validaci6 biologica de sistemes basats en
nanoparticules de xarxes organometaliques (nanoMOFs).
L'objectiu general és l'estudi i avaluacié del potencial dels
nanoMOFs, com a components estructurals de vehicles
destinats a aplicacions biomeédiques, concretament a la difusio
intracel'lular de farmacs i a la millora de la resolucié d'imatge

clinica. Aquest plantejament dona lloc a dos reptes principals:

Desenvolupar sistemes estables basats en nanoMOFs de Fe3+
per a la difusi6 intracel-lular de farmacs antitumorals.
Desenvolupar sistemes estables basats en nanoMOFs de Fe3* i
Gds* per a l'obtenci6é de nous agents de contrast per a millorar
la imatge per ressonancia magneéetica.

Per a implementar el primer d'aquests reptes, s'han preparat
sistemes d'alliberament controlat de camptotecina (CPT) basats
en nanoMOFs funcionalitzats amb grups amino, MIL-100(Fe) i
MIL-101(Fe) nanoMOF als quals s'uneix CPT mitjancant enllag
covalent sobre els grups amino, ja siga per amidacié o per
quimica click. Els derivats del MIL-101(Fe) carregats amb CPT

presenten una internalitzacié cel-lular millorada a causa del



seu potencial ¢ positiu i una forta resposta al pH acid,
augmentant la descarrega del farmac de 2 a 4 vegades a pH 5,
la qual cosa estimula l'alliberament intracel-lular per activitat
endosomolitica. En general, aquests nanoMOFs constitueixen
un vehicle apropiat per a la difusi6 segura de CPT, amb gran

potencial per al seu us in vivo.

Respecte del segon repte, s’han desenvolupat diversos agents
de contrast per a ressonancia magnética basats en un MOF
analeg del blau de Prussia, Gd(H20)4[Fe(CN)s], capacos de
millorar tant la relaxativitat longitudinal (7Ti), com la
transversal (T2). Mitjancant reaccié del Gd(H20)4[Fe(CN)s] amb
silicat en pH alcali s'ha obtingut nanoparticules monodisperses
d'oxid de Gd-Si conservant la morfologia original, amb valors
de T: i T2 in vitro superiors a les dissolucions comercials de
quelats de Gds3* i excel'lent estabilitat en fluids fisiologics. Aixi
mateix, s'ha obtingut un nou material hibrid per recobriment
de nanoparticules de Gd(H20)4[Fe(CN)s] amb una capa prima
de silice, per hidrolisi i polimeritzacio del silicat a pH neutre.
Aquest material presenta valors de T: un ordre de magnitud
superior als sistemes basats en Gds3*i un contrast positiu molt
més fort en imatges de ressonancia in vitro e in vivo, a causa
d’aquest efecte sinérgic existent entre els centres magneétics de
Gds* i Fe3* estretament connectats a través d'enllacos tipus
ciano en una estructura cristal'lina molt compacta. A més,
aquestes nanoparticules presenten una composicidé molt
homogénia i wuna relaci6 atomica de Gd:Fe constant,

proporcionant total reproductibilitat en el senyal.
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Capitulo L. Introduccion

1. Introduccion

1.1 Redes organometalicas y polimeros de coordina-
cion

La primera referencia bibliografica que se encuentra en la
literatura cientifica referente a las redes organometalicas se la
debemos a Richard Robson en el ano 1989. En el trabajo citan
un nuevo material molecular infinito obtenido a través de la
extension de compuestos de coordinacion formados por el
cation «cobre (I) y el Iligando 4,4’,4”,4’-tetraciano
tetrafenilmetano.! Hoy dia se conoce a este tipo de materiales
comunmente como MOFs, que se debe a sus siglas en inglés
(metal-organic frameworks), nombre dado por Yaghi en 1995.2
Estos materiales tienen una red cristalina compuesta de
complejos metalicos conteniendo ligandos organicos que
actuan de puente entre dichos complejos. Estos compuestos se
encuentran en la interface entre la quimica de coordinacién
molecular y la ciencia de materiales.? De manera general, se
trata de complejos metalicos que polimerizan en el espacio a
través de ligandos puente, por lo que también se les conoce
como polimeros de coordinacién (CPs), sin embargo, algunos
autores reservan esta terminologia para aquellos materiales
que no presentan estructura cristalina definida, sino que la
polimerizacién resulta en un material amorfo, que puede ser
poroso o no.* Se pueden construir MOFs a partir de un ntimero
ilimitado de ligandos puente e iones metalicos, lo que permite
adaptar las propiedades del material a wuna aplicacion
particular. Por estas razones, los MOF han sido bien
estudiados para aplicaciones tales como almacenamiento de

gas, Optica no lineal, deteccion, catalisis, magnetismo, y
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Capitulo I. Introduccion

difusién controlada de farmacos.5 La facilidad con la que la
geometria de los constituyentes, el tamano y la funcionalidad
puede variarse ha llevado a la sintesis de mas de 20.000 MOFs
diferentes en la ultima década. Los ligandos organicos son
carboxilatos organicos ditopicos o politotopicos (y otras
moléculas similares cargadas negativamente) que, cuando se
unen a cationes o clisteres metalicos, producen estructuras de
MOF cristalinas arquitecténicamente robustas con una
porosidad tipica superior al 50% del volumen de cristal del
MOF. Los valores de area superficial de tales MOFs oscilan
tipicamente entre 1000 y 10.000 m2/g, superando asi las de
los materiales porosos tradicionales tales como zeolitas y
derivados de carbono. Hasta la fecha, existen mas MOFs con
porosidad permanente en variedad y multiplicidad que
cualquier otra clase de materiales porosos. En la Figura 1 se
muestran algunos ejemplos de estructuras de redes

organometalicas.®?
1.2 Aplicaciones biomédicas de los MOFs

Los MOF poseen muchas caracteristicas deseables para
aplicaciones biologicas, incluyendo grandes cantidades de
farmacos a través de varios métodos (incorporaciéon directa en
la red o modificaciébn post-sintética), biodegradabilidad
intrinseca de los enlaces labiles metal-ligando, alta porosidad
para la carga/liberacion de agentes atrapados y versatiles
metodologias de funcionalizacion. Mas recientemente, estos
materiales han reducido su tamano hasta la nanoescala para
formar nano-redes organometalicas (nanoMOFs) y nano-

polimeros de coordinacion (NCPs) que son potencialmente mas
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Capitulo I. Introduccion

adecuados para aplicaciones biolégicas a través de la

administracion sistémica.!0
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Figura 1. Muestra la estructura de algunos MOFs altamente porosos
conocidos: (a) MOF-399, (b) IRMOF-74-XI, (c) DUT-6 (MOF-205), (d)
UMCM-1 y (e) MOF-210. Como esferas amarillas y/o verdes se destaca
el volumen de las cavidades interiores. Los colores de los atomos
indican: M (poliedros azules, M = Zn, Cu, Mg), C (negro) y O (rojo). Los
atomos de H se han omitido por claridad.?

Actualmente, los nanoMOFs presentan un gran potencial en
diversos campos de la biomedicina, como la liberacion
controlada de farmacos,!! terapia fotodinamica,!? difusién de

acidos nucleicos y terapia combinada,!® imagen por resonancia
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magnética,l* tomografia computarizada,!S> imagen Optical® y

sensores. 17
1.2.1 Nanomedicina: requerimientos de los MOF's

Hoy en dia, existe una gran variedad de tratamientos para todo
tipo de enfermedades. Sin embargo, muchos de ellos no son
especificos contra la diana para la que fueron disefnados. Por
esta razén, un nuevo campo ha surgido dentro de la
nanotecnologia para resolver esta situacion. La nanomedicina
se encarga de disehar, crear y optimizar nuevos vectores
farmacolégicos que mejoren la especificidad y el radio de
actuacién de los tratamientos clinicos actuales, con el objetivo
de evitar o reducir los efectos secundarios durante la terapia.
La nanomedicina es un area de estudio muy amplia en la
actualidad, centrada principalmente en el tratamiento de
enfermedades complicadas, como los diferentes tipos de
cancer.® Para ello, el uso de nanomateriales aprovecha el
efecto de mayor permeabilidad y retenciéon (EPR), que dirige la
acumulacion de nanomedicinas preferentemente hacia el
tumor en lugar de permanecer en el plasma u otros érganos,
aumentando asi su semivida plasmatica. Los tumores
vasculares comprenden tipicamente células endoteliales
defectuosas mal alineadas con fenestraciones anchas (hasta 4
pm), carentes de capa muscular o innervaciones, con lumen
relativamente ancho y funcion de receptor alterada para
mediadores vasoactivos, especialmente angiotensina II; y
carecen de linfaticos funcionales. Ademas, de Ila
hiperproduccion de mediadores vasculares, como el factor de
crecimiento endotelial vascular, la bradiquinina, el peroxinitrito
de 6xido nitrico, las prostaglandinas y las metaloproteinasas de

matriz, contribuyen en gran medida a esta hiperpermeabilidad
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en tejidos tumorales. El efecto EPR implica dos componentes
principales, alteracion de la biodistribucion, donde el
nanofarmaco muestra acumulacion diferencial en los tejidos
tumorales alcanzando mayor concentracién que en el plasma u
otros o6rganos, este efecto es dependiente del tiempo y puede
ser reproducido en tumores de diferente tamano. El efecto EPR
es principalmente funcion de peso molecular con moléculas
que van de 40-800 kD las cuales pueden mostrar orientacion

tumoral preferente.

El otro aspecto del efecto EPR es el aumento de la vida media
plasmatica de los farmacos de tamafio nanométrico, ya que su
tamano excede el limite del umbral de excrecion renal,
limitando su aclarado. Dado que el efecto farmacolégico y la
concentracion plasmatica son paralelos, este fenémeno da
como resultado un efecto terapéutico prolongado ademas de la
focalizacién sobre el tumor. La ganancia esperada del efecto
EPR es de una magnitud de concentracion tumoral de 7 a 10
veces mayor que la dosis equivalente del mismo farmaco en la

forma de bajo peso molecular.1!

La célula es el centro de la biologia: es la unidad viva mas
pequena. La célula es, en una visiébn reduccionista, un
compartimento en el cual ocurren reacciones. Una célula de
mamifero mide aproximadamente 10 um en diametro cuando
estda redonda, y quizas 50 um en diametro cuando esta
totalmente estirada en un cultivo tisular adherido; estas
dimensiones no cambiaran (en la Figura 2 se puede ver un
grafico comparativo de objetos de pequeno tamaio).2° Por lo
que el uso de contenedores sélidos de farmacos para fines
biomédicos requiere un control preciso sobre sus dimensiones

ya que, las particulas mas pequenias de 500 nm por lo general
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entran en las células por endocitosis en lugar de por
fagocitosis, que es mas probable para particulas mas grandes.
El tamanio juega un papel decisivo en el aclaramiento esplénico
y renal: las particulas mayores de 200 nm se eliminan mas
probablemente a través del sistema de filtracion esplénica,
mientras que aquellas menores a 10 nm son eliminadas a
través del sistema de filtracion del rinén. Por tltimo, el tamano
afecta fuertemente el tiempo de circulacion en el torrente
sanguineo, modificando la interaccion con el endotelio y, por lo
tanto, su biodistribucién. Como ejemplo, las particulas
menores que 250 nm presentan un mayor cruce a través del
endotelio con fugas (es decir, extravasacion), siendo utiles para
la orientacion hacia el tumor. Por esta razéon, quiza el rango de
tamano mas util para aplicaciones biomédicas sea de 10 a 100
nm, lo que permitiria la entrada en la célula por endocitosis de
las particulas y pequenios agregados y su eliminacion a través
del bazo. Para aplicaciones in vivo de nanoparticulas (Nps), su
superficie necesita ser modificada para protegerlas del agresivo
medio biolégico que las rodea y prolongar su tiempo de
circulaciéon sanguinea. La unién de polietilenglicol (PEG),
también conocida como PEGilacion superficial, protege a las
NPs con wun revestimiento hidréfilo que mejora estas
propiedades y aumenta la dispersibilidad de las NPs al tiempo

que evita su agregacion.?!
1.2.2 NanoMOFs

Como se ha comentado con anterioridad, los MOFs y los CPs,
presentan muchas propiedades que los hace poder ser utiles en
diversos campos. Controlando las condiciones de sintesis de
los mismos, podemos definir la forma y tamano de los cristales

a obtener y de esta manera conseguir nano-redes
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organometalicas (nanoMOFs) y nano-polimeros de coordinacién
(NCPs), los cuales son potencialmente mas adecuados para
aplicaciones biologicas a través de la administracion

sistémica.+10

Figura 2. Tamanos de objetos 'pequenios' representativos. (a) Una
cucaracha. (b) Un pelo humano. (c) Grano de polen Polygonum. (d)
Gloébulos rojos. (e) Superrreticulo nanocristalino de cobalto. (f)j Un
agregado de medias capas de paladio. (g) molécula de aspirina.20

1.2.2.1 Rutas sintéticas

Antes de la sintesis de un MOF para una aplicaciéon biologica

determinada, es necesario considerar la toxicidad de todos los
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reactivos y aditivos utilizados durante todo el procedimiento de
sintesis, asi como los posibles tratamientos de escalado y

esterilizacion.??

Los principales métodos utilizados para la sintesis de
nanoMOFs y NCPs pueden clasificarse en cuatro rutas
generales: precipitacién a nanoescala, solvotermal, modulada
por un surfactante y microemulsién reversa. El primer método
generalmente produce materiales amorfos, mientras que los
tres ultimos métodos pueden producir tanto materiales
amorfos como cristalinos. En el método de precipitacién a
nanoescala a temperatura ambiente, las nanoparticulas se
sintetizan aprovechando la insolubilidad de las particulas en
un disolvente dado, en el cual los precursores individuales
permanecen disueltos, este procedimiento se esquematiza en la

Figura 3.4

Quiza la manera mas popular de preparar nanoMOFs es
utilizar la sintesis hidro/solvotermal. Esta metodologia clasica
implica precursores metalicos y disolventes polares bajo de
moderadas a altas presiones y temperaturas. En este tipo de
sintesis se ha hecho muy popular la sintesis asistida por
radiacion de microondas (MW), y ultrasonidos (US). Estas
técnicas permiten en general la cristalizacion rapida de los
MOFs. En particular, el calentamiento por MW favorece un
proceso de nucleaciéon rapido y uniforme debido a la formaciéon
de puntos locales supercalientes y la transferencia rapida de
calor, lo que conduce a una distribucién mas homogénea del

tamano de particula.23

Las moléculas de tensioactivos pueden usarse como agentes de

plantilla durante la sintesis solvotermal de nanoMOFs y NCPs.
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Figura 3. La sintesis a temperatura ambiente produce generalmente
NCPs amorfos, mientras que la sintesis solvotermal a temperaturas
elevadas puede generar tanto NCPs como nanoMOFs cristalinos.4

Aunque los agentes de plantilla no se incorporan dentro de los
nanoMOFs o NCPs, juegan un papel importante en la definicion
de morfologias y tamanos de las particulas. En este método el
calentamiento destruye las microemulsiones en el sistema, no

apareciendo estas en el material final.

Un método tipico para obtener nano redes organometalicas
monodispersas es la técnica de microemulsiéon reversa. Esta
metodologia utiliza microemulsiones, que son dispersiones
termodinamicamente estables de dos liquidos inmiscibles en
presencia de wun emulsionante o surfactante. Estas
microemulsiones se comportan como reactores quimicos
nanoestructurados que confinan la sintesis de MOFs a la
nanoescala, ofreciendo la posibilidad de ajustar su tamarfio. El
primer ejemplo de sintesis de materiales hibridos empleando
esta técnica fue publicado por Stephen Mann en el anno 2000,
para la sintesis de nanoparticulas monodispersas de azul de
Prusia.?* Aunque recientemente estas dos ultimas metodologias

sintéticas han sido ampliamente utilizadas por el grupo de
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Wenbin Lin para la sintesis de nanoMOFs de lantonides o
manganeso, Utiles como agentes de contraste en resonancia

magnética de imagen.!0.25-28 En la Figura 4 se ilustran estos

procedimientos.

Figura 4. Sintesis moduladas por surfactante ya sea a temperatura
ambiente o a temperatura elevada.4

1.2.2.2 Modificacion superficial

La relacion superficie/volumen de las nanoparticulas controla
el tipo de interacciones que tienen lugar entre la NP y el
entorno, afectando asi fuertemente a su estabilidad coloidal,
biocompatibilidad, capacidades de reconocimiento y a su
biodistribucién. Esto es particularmente interesante en el caso
de las aplicaciones biomédicas, donde el disefio racional de las
caracteristicas superficiales es crucial para mejorar la
estabilidad quimica y coloidal en medio fisiol6gico y/o en
formulaciones mas complejas, introducir funcionalidades
biolégicas adicionales tales como contraste para imagen o
sensores y controlar sus caracteristicas directoras en

aplicaciones in vivo.29:30

Las modificaciones superficiales optimas deberian mejorar de

manera  significativa la estabilidad coloidal de las

28



Capitulo L. Introduccion

nanoparticulas, incrementar su estabilidad en condiciones
fisiolégicas, permitiendo alcanzar el efecto bioldgico objetivo,
adicionar estas propiedades superficiales en condiciones no
toxicas y en el caso de los nanoMOFs porosos no penetrar

dentro de los poros, manteniendo intacto su caracter poroso.2!

Existen dos maneras de modificar la superficie de una
nanoparticula: a través de un anclaje covalente
(condensaciones, quimica click y reacciones de conjugacioén) o
por anclaje no covalente (interacciones electrostaticas, fuerzas
de dispersion y enlaces de hidrogeno). La eleccion del método
depende de parametros tales como la forma, tamafio y
naturaleza de los grupos funcionales de la superficie externa de
la NP, pero también de la naturaleza de la molécula a injertar

(grupos funcionales, tamano, polaridad, etc.).3!

La modificacion superficial mas comtunmente encontrada es la
proteccion de nanoparticulas con paredes de silice de
diferentes grosores, el grupo liderado por Wenbin Lin fue el
primero en aplicar estas modificaciones sobre polimeros de
coordinacion amorfos. Estas paredes de silice son
biocompatibles y confieren mayor estabilidad a la estructura
que contienen, ademas gracias a sus caracteristicas pueden ser
facilmente funcionalizables con el fin de anadir nuevas
funcionalidades como moléculas directoras, agentes que
aporten una funcion adicional o que incrementen la estabilidad
fisiolégica de las nanoparticulas en condiciones biolégicas,
como la adhesion irreversible de polietilenglicol tal y como se
comentoé anteriormente.12.32-43 Otras modificaciones
superficiales encontradas son la adhesién de lipidos y
polimeros en superficie.#** Estos procesos se esquematizan en la

Figura 5.
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Figura 5. Esquema que muestra estrategias de recubrimiento
superficial de particulas de nanoMOF y NCP con una capa delgada de
silice o una bicapa lipidica, acompafiado de las imagenes de TEM de
los materiales.4

1.2.2.3 Limitaciones: degradacion, estabilidad y toxicidad.

La mayoria de los nanomateriales que se estan explorando para
el tratamiento o diagnostico de enfermedades se componen de
sustancias que son totalmente ajenas al sistema biol6gico y no
son facilmente degradadas en el cuerpo. Ademas de tener un
agente activo unido o adsorbido tal como un farmaco o un ion
paramagnético, las particulas se recubren a menudo con
polietilenglicol o una sustancia similar, la cual, aunque
biocompatible, generalmente disminuye la velocidad a la cual
la particula puede ser retirada del sistema circulatorio.
Mientras que los tiempos largos de la circulacion pueden ser
beneficiosos, por ejemplo, para los agentes de contraste de
imagen, también significan la exposicion larga a las particulas
y a cualquier efecto adverso que puedan tener. Puesto que las
dimensiones de las particulas son mas pequenas que las
células eucarioticas tipicas y pueden entrar en la célula a
través de endocitosis mediada por receptores, las particulas
pueden tener un efecto dramatico en el funcionamiento de la

célula.4548
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La principal ventaja que nos ofrecen los nanoMOFs para su
aplicacion sistémica es su biodegradabilidad intrinseca debida
a la labilidad de los enlaces de coordinacién metal-ligando, lo
cual facilita su descomposiciéon y excreciéon de manera eficaz.
Evidentemente para que este proceso no sea perjudicial, la

composicion del nanomaterial debe ser en si misma no toxica.49

Horcajada y colaboradores®® examinaron la citotoxicidad de
una serie de 14 nanoMOFs con diferentes estructuras y
composiciones (cationes metalicos = Fe, Zn, Zr y varios
ligandos tipo policarboxilato e imidazolato), las pruebas se
hicieron en dos lineas celulares, una linea de células de
macréfagos murinos (J774) y una linea celular de carcinoma
epitelial de cuello uterino humano (HeLa). Este estudio
concluyé principalmente que los nanoMOFs estudiados
exhibieron una citotoxicidad baja, comparable a la de otros
nanosistemas comerciales; la toxicidad de nanoMOF esta
fuertemente influenciada por la naturaleza del cation, siendo
menos toxicos los nanoMOF basados en Fe, en comparacion
con los nanoMOF de Zr o Zn, la menor relacion
hidréfilia/hidrofobicidad del ligando parece estar relacionada
con toxicidades menores de los nanoMOF y las propiedades
intrinsecas de las células también afectan a la toxicidad de los
nanoMOF (por ejemplo, la citotoxicidad puede estar
relacionada con una capacidad de internalizacibn mas

alta/mas rapida de una linea celular dada).5°

La toxicidad de estos sistemas también se ha probado en
embriones de pez cebra. Se examinaron 9 nanoMOF con
diferentes composiciones y estructuras, demostrando que tras
la exposicion del pez cebra a diferentes concentraciones (de 1 a

200 mM) de los nanoMOF, no se encontraron diferencias en la
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tasa de supervivencia o fenotipo después de 120 horas de
exposicion, con la excepcion de una disminucién de la tasa de
supervivencia asociada a tres de los sistemas ensayados y
algunos defectos morfolégicos menores tras el tratamiento con

algunos de los nanoMOFs.5!

Horcajada y colaboradores, demostraron en un estudio sobre la
toxicidad y biodistribucién in vivo de nanoMOFs de hierro que
los materiales se degradan progresivamente dentro del cuerpo
en sus componentes constitutivos, hierro y ligando organico, el
exceso de hierro en el higado y el bazo, es totalmente reversible
como consecuencia de la eliminacién del exceso de hierro a
través de la orina y las heces y los ligandos exogenos se
eliminan directamente por la orina y las heces sin ninguna otra
metabolizacion (biotransformacion).52-5¢ Sin embargo, los
ligandos endégenos como el fumarato se reutilizan en el ciclo
de Krebs. De esta manera, la cinética de eliminacion depende
tanto de la polaridad del ligando como de la velocidad de
degradaciéon del nanoMOF. En conjunto, estos resultados
confirmaron claramente el interés de la utilizacion de
nanoredes organometalicas biodegradables no toxicas de hierro
(II) y ligandos carboxilato para aplicaciones biomédicas, esta

biodistribucién se esquematiza en la Figura 6.52-54
1.3 NanoMOFs para difusion de farmacos

La difusion controlada de farmacos es el método o
procedimiento de administracién de compuestos farmacéuticos
para conseguir un efecto terapéutico deseado en seres
humanos o animales para el tratamiento de enfermedades

humanas.55
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Administracion
Mo, intravenosa de NMOFs de
L4 Fe

1: Tras la administracién
del NMOFs
- Hiperferritinemia
> Effecto de compensaciéon
- Efectos de compensacién
largos producen una
significativa disminuciéon
de los niveles de Fe en las Nps de la sangre
suero después de 24h - Se produce un
- Valores normales tras 7d * . Spleer incremento
& importante de la
concentracién de Fe
en el higado y el bazo

3: Los macréfagos de las
células reconocen las NPs
recubiertas de opsoninas.
- Los fagocitos eliminan

2: Adsorcién de una serie de

opsoninas en la superficie ’:‘;lhf. Macrophage
externa de las S
nanoparticulas.
- Reconocimiento por "opsonization"
parte de los macréfagos Macrophage

Feces

Lring

4-5: El organismo es capaz de excretar el exceso de Fe a través de la
orina y las heces.
= Disminucién de la concentraciéon de Fe en el higado y bazo,
reflejando el proceso de degradacion y eliminacion de las
nanoparticulas de los tejidos.

Figura 6. Biodistribucion de los nanoMOFs de hierro, de acuerdo a la
concentracion de Fe.53

En el disefio de nuevos sistemas de liberacion de farmacos se
deben tener en cuenta la encapsulacion de farmacos y su
biodegradabilidad, de esta manera, se ha considerado la
introduccion de los nanoMOFs asi como otros nanomateriales
en diferentes modalidades biomédicas en el tratamiento y
deteccion de enfermedades. La carga del farmaco puede
llevarse a cabo mediante métodos covalentes o no covalentes.
El control de sus propiedades de liberacion es posible debido a
la estructura altamente porosa de estos materiales. Mientras
que los compuestos terapéuticos requieren protecciéon, los
farmacos procedentes de la biodegradacién del vector
minimizan visiblemente su toxicidad y aumentan su eficacia y
vida media en la sangre. El principal objetivo de la

administraciéon de farmacos es encapsular moléculas con
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diferentes estructuras y tamanos y liberarlos lentamente
durante varios dias desde el portador hacia las dianas
terapeuticas. La versatilidad de los nanomateriales nos permite
modular la administraciéon de farmacos ajustando las
interacciones huésped-receptor mediante la introduccién de
varios grupos funcionales polares o apolares, o cambiando la
estructura del soélido (interconectividad, tamano de poro,
flexibilidad) para controlar la difusiéon a través de la estructura
porosa. En resumen, la administracion de farmacos en
nanomateriales esta controlada por diferentes factores, tales
como la degradacién del vector en diferentes condiciones
biolégicas, el nivel de difusion de farmacos a través de los
poros y las interacciones entre los farmacos y la matriz. La
degradacion del portador puede verse afectada por variables
complejas: la solubilidad del portador, la calidad de su
superficie y otras. Cuando el material es muy estable en el
agua u otros ambientes biolégicos, la difusién del farmaco
depende principalmente de la porosidad de la Np y el tamano

del farmaco.?!
1.3.1 Procedimientos de incorporacion de farmacos

De manera general, las especies activas, ya sean organicas o
inorganicas, pueden incorporarse al MOF de tres maneras
diferentes: el farmaco se adsorbe y atrapa en los poros,5® el
agente activo puede ser parte constitutiva de la red, este
proceso de incorporacién cosiste en la sintesis del MOF
utilizando el agente activo como material de partida,5” o por
una combinacién de los dos primeros métodos en el caso de

que el MOF obtenido sea poroso.
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En el caso de usar un agente bioactivo como parte del
nanoMOF la biodegracion del material controlara su difusién,
este tipo de materiales se esquematizan en la Figura 7, un
ejemplo muy interesante de este tipo de sistemas se lo debemos
al grupo de Wenbin Lin, quienes emplearon un profarmaco del
cisplatino, el complejo c,c,t-diaminodiclorodisuccinatoplatino
(IV) como ligando, ellos disolvieron el complejo de platino en
agua, ajustaron el pH a 5.5, lo que desprotona los dos grupos
carboxilo libres del compuesto, y anadieron el catién Th3* para
formar la red. Finalmente, los investigadores afnadieron
rapidamente etanol a la disolucion con agitacién constante, lo
que redujo drasticamente la constante dieléctrica del medio,
haciendo que un soélido precipite de la disolucién. Este
material, contenia terbio y el complejo de platino, en forma de
nanoparticulas no criatalinas de tamano relativamente
uniforme con un diametro de 58,3 £ 11,3 nm.26
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Figura 7. Esquema del autoensamblado directo de metales como
puntos de conexién y ligandos puente biomédicamente relevantes.4

En cuanto a la adsorcién y retencién de farmacos dentro de su
estructura porosa puede llevarse a cabo a través de métodos,
no covalentes, es decir, la simple adsorciéon y retencion de los

farmacos a través de interacciones electrostaticas y no
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covalentes o bien, generando enlaces covalentes entre la
estructura del MOF y el farmaco en cuestién, los cuales
pueden ser disenados para una rotura y liberacién bajo un
ambiente determinado y, por tanto, actuando solamente sobre
la diana. Estos métodos se conocen como modificaciones
postsintéticas, es decir, tras la sintesis de la red
organometalica se procedera con el dopaje con la molécula
bioactiva.* Estos procedimientos se esquematizan en la Figura
8. Horcajada y colaboradores52 probaron la capacidad de
diferentes nanoMOFs tipo carboxilato de hierro porosos
biocompatibles para encapsular enormes cantidades de
diferentes farmacos antitumorales, antivirales y agentes
cosméticos con diferentes polaridades, tamanos y grupos
funcionales. Para ello, los materiales se sumergieron en
disoluciones concentradas del producto a ser atrapado. Los
autores describieron el comportamiento del material como
"esponjas moleculares". Esos nanoMOFs mostraron una
liberacion molecular progresiva sin una importante liberacion
rapida al inicio del ensayo en una disolucién tampoén de fosfato

a 37°C.

A pesar de que pueden unirse moléculas a las estructuras de
los MOFs a través de la modificacion de los ligandos previa a la
sintesis del material, estos métodos no son muy adecuados
para funcionalizaciones con moléculas grandes y sofisticadas
como los farmacos, debido a la interferencia que estos
fragmentos moleculares introducen en la sintesis del MOF.58
Ademas, no es posible introducir funcionalidades térmicamente
labiles, coordinacién metalica o grupos que disminuyan la
solubilidad de los ligandos.5® Por esta razén resulta mas

adecuado modificar el material tras su formacion a través de
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enlaces covalentes. En este sentido, el grupo de Wenbin Lin
realiz6 la primera modificacién postsintética de una red
organometalica con el profarmaco etoxisuccinato de cisplatino
a través de la union de este, por formaciéon de un enlace amida
entre los grupos amino libres del MOF MIL-101(Fe)-NH> y los
grupos carboxilo del profarmaco.4! Hints y Wuttke lograron
anclar con éxito, a través de estos enlaces tipo amida, el
analgésico acido acetilsalicilico y el antitumoral clorambucilo
directamente sobre la superficie del MIL-101(Al)-NHa, que tiene
ventanas pentagonales de 12 A de diametro y hexagonales de

16 A con sus grupos amino libres. 60

a)

. &
< ) Non-covalent
encapsulation

H AL o,
L\.- > K. Covalent

; e .‘H attachment
!g— sy %

Figura 8. Esquemas que muestran la encapsulacion postsintética de
farmacos mediante encapsulaciéon no covalente (a) y unién covalente

(b).#
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1.3.2 Mecanismos de liberacion intracelular

Actualmente, muchos farmacos contra enfermedades como el
cancer pueden cargarse en MOFs gracias a su alta porosidad y
las interacciénes -1, entre el material y la alta carga de
farmaco. Como ejemplo de ello, el contenido de trifosfato de
azidotimidina y cidofovir en el material MIL-101(Fe)-NH, fue de
aproximadamente un 42,0% y un 41,9%, respectivamente.52
Sin embargo, no es suficiente para un buen portador de
farmaco solo con tener una alta carga de farmaco, sino
también se requiere que posea una buena capacidad de

liberacion de los farmacos de manera controlada.6!

Las investigaciones recientes se han concentrado en el
desarrollo de los métodos de un mejor control sobre la
liberacion de los farmacos por parte de los MOFs. Existen tres
estrategias principales, la liberacion del farmaco controlada por
la interaccion del farmaco con la matriz, la liberacion del
farmaco controlada por el recubrimiento del material y la
liberacion del farmaco activada por el cation. En el primer caso,
la liberacion de farmacos de MOF con porosidad alta y regular
viene controlada por la interaccion entre los MOF y los
farmacos. En el reticulo flexible MIL-53(Fe)52 cargado con
ibuprofeno, gracias a que las caracteristicas geométricas y
energéticas del ibuprofeno eran coincidentes con las del MIL-
53(Fe), su interaccion se vio reforzada, lo que prolong6 el
tiempo de liberacion del farmaco. El resultado mostré que el
tiempo de liberacion de ibuprofeno por parte del MIL-53(Fe) se
prolongé hasta aproximadamente 20 dias. Por su parte,
Horcajada y colaboradores®? investigaron la liberacion
controlada de tres farmacos, la doxorrubicina, el cidofovir y el

trifosfato de azidotimidina por parte de nanoparticulas de MIL-
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100(Fe).52 Se demostr6 que los tres farmacos se liberaron
lentamente, sin un fuerte abandono inicial de la matriz por
parte del farmaco, durante varios dias debido al enlace de
hidrégeno y las interaccidénes m-mt entre los farmacos y los
reticulos del MIL-100(Fe) estos efectos prolongaban el tiempo

de liberacién del farmaco.

En el segundo caso, la liberacion de farmacos a partir de MOF's
estd controlada por el espesor de un recubrimiento
biocompatible aplicado sobre el MOF cargado de farmaco. Esta
degradacién se estudié por parte de Rieter y su grupo,26
quienes prepararon un polimero de coordinacién a nanoescala
que incluia en su estructura el profarmaco del cisplatino c,c,t-
diaminodiclorodisuccinatoplatino (IV) y cationes Tb3* el cual se
funcionaliz6 con polivinilpirrolidona, lo cual sirvido para
recubrir el material con una capa de silice amorfa de un
espesor de 2 a 7 nm. Los autores demostraron que, con el
aumento del espesor de la cubierta de silice, la velocidad de
liberacion del cisplatino desde el portador disminuia
gradualmente. Este trabajo sugiri6 que habia un mejor control
sobre la velocidad de liberaciéon del farmaco del soporte gracias
al espesor del revestimiento. Lin y colaboradores. Demostraron
mas detalles sobre el efecto del espesor del recubrimiento sobre
la liberacion del farmaco por el MIL-101(Fe)-NH@SiO2.4! En
primer lugar, se sintetizé el nanomaterial MIL-101(Fe)-NH,. A
continuacion, el profarmaco etoxisuccinato de cisplatino se
uni6 quimicamente al material por el grupo amino terminal.
Finalmente, este sistema se recubri6é una capa delgada de silice
usando silicato sédico como fuente de silice. De esta manera,
con la existencia de una capa de silice uniforme, el tiempo de

liberacion del farmaco se alargé a 14 horas, en comparacion
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con el material inicial cuyo tiempo de liberacién era de 1,2

horas.

En el tercer caso, se usaron cationes para activar la liberacion
de farmacos catiénicos encerrados en MOFs ani6nicos. Un
estudio importante en este campo lo hizo An y su grupo®3
quienes prepararon el MOF anionico
Znsg(ad)+(BPDC)sO-2MeoNH2-8DMF-11H,0, usando acido
bifenildicarboxilico (BPDC), adenina (ad) y acetato de zinc
deshidratado. A continuacién, se introdujo procainamida, un
farmaco cationico, en los MOF mediante intercambio catiénico
entre el farmaco y los cationes dimetilamonio en los poros de
los MOF. La cantidad cargada de farmaco fue 0,22 g.g! de
material después de 15 dias de incubacion. El experimento de
liberacion del farmaco revel6 que en tampon fosfato (pH = 7,4),
la repulsién electrostatica entre los iones metalicos (como, K* y
Na*) y el farmaco cationico condujo a una liberacion estable de
procainamida. La cantidad de farmaco liberado fue de casi el
100% después de 72 horas, mientras que en el agua
desionizada, la liberacion de procainamida fue muy lenta
debido a la ausencia de interaccién idnica y sé6lo el 20% del

farmaco se liber6é del MOF en 72 horas.
1.3.3 Aplicaciones

Los sistemas de administracion controlada de farmacos son
una de las aplicaciones mas prometedoras para la salud
humana, estos sistemas representan un campo en constante
evolucion para la ciencia de los materiales biomédicos. En el
area de la administracion de farmacos, la busqueda de
vehiculos no toxicos y eficientes para la entrega de farmacos al

cuerpo es un reto crucial. Hasta ahora se han estudiado
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muchos sistemas diferentes para aplicaciones biolégicas, tales
como polimeros organicos y materiales porosos inorganicos.
Sin embargo, sus aplicaciones estan limitadas por una menor
capacidad de carga de farmaco o por un perfil de liberacién no
controlado. Para evitar estos problemas, se han propuesto los
MOFs para aplicaciones biomédicas. Los MOFs ya han
demostrado ser prometedores materiales en una serie amplia
de aplicaciones, que incluye la catalisis, la 6ptica no lineal, la
luminiscencia, la separacién y almacenamiento de gases y
otras muchas en el terreno biomédico que comentaremos a

continuacion.®*
1.3.3.1 Quimioterapia

La nanotecnologia ha proporcionado nuevas herramientas para
abordar situaciones clinicas no deseables, especialmente en el
campo de la oncologia. El desarrollo de nanoportadores
inteligentes capaces de administrar agentes quimioterapéuticos
especificamente a las células enfermas y liberarlos de manera
controlada ha ofrecido una ventaja primordial sobre la terapia

convencional.6s

La presencia del agente antitumoral cisplatino en los MOFs,
como ya se cité anteriormente ha sido un area en contante
desarrollo. El cis-diaminodicloroplatino (II), es un complejo de
coordinacion cuadrado plano de Pt (II), fue el primer complejo
metalico en entrar en el uso clinico para el tratamiento del
cancer. Actualmente, el cisplatino se usa por si mismo o en
combinacion con otros farmacos para tratar cancer de pulmon,
ovario, vejiga, testicular, de cabeza y cuello, eséfago, colon,
gastrico, mama, melanoma y prostata. A pesar de que las

ventas de cisplatino estan actualmente en declive, dado que los
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analogos de segunda y tercera generacién estan siendo mas
ampliamente recetados, el cisplatino sigue siendo el "patron de
oro" al que se aspiran los farmacos anticancerosos basados o

no en platino.66

De esta manera, en la bibliografia actual se encuentran
muchos ejemplos de la incorporacién de cisplatino y sus
profarmacos de Pt (IV) a nanomateriales. En este sentido, en
los MOF de zirconio UiO66 y UiO66-NH; se ha incorporado
cisplatino siguiendo dos enfoques diferentes. En la primera
ruta, el profarmaco de cisplatino cisdiaminocisdiclorotransdi-
succinatoplatino (IV) se incorporé al UiO66-NH, a través de
una reaccion de acoplamiento formando amidas con los grupos
NH;, mientras que, en la segunda ruta, el cisplatino se
encapsuléo en las cavidades grandes de ambos MOF. La
citotoxicidad de ambas formulaciones se evalué en la linea
celular de cancer de pulmoéon A549 mostrando que el MOF
cargado con cisplatino resulté ser mas eficiente debido a su
mayor capacidad de carga. Los mismos autores también
investigaron la multifuncionalidad de estos sistemas mediante
la incorporacion de NO antitromboético en los MOFs cargados
de farmaco; sorprendentemente, la cantidad de NO liberado de
estas formulaciones es mucho mayor que la de los MOF

puros.6?

El cisplatino también se ha incorporado formando parte de la
estructura de los MOFs como ligandos tipo bisfosfonato de
cisplatino, bisfosfonato de oxaliplatino®® y cisdiaminocisdicloro-
transdisuccinatoplatino (IV),26:39 de manera que la liberacion
del farmaco viene gobernada por la propia degradacion del
material. Asi estos materiales admiten una gran cantidad de

carga de farmaco y liberacién prolongada del mismo en el
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tumor, estos sistemas mostraron gran eficiencia en ensayos in
vitro e in vivo, mas incluso que los farmacos libres. También se
ha anclado cisplatino como etoxisuccinato de cisplatino a
través de enlaces amida sobre el MIL-101(Fe)-NH, mediante
una modificacion postsintética del material. Este sistema se
protegio de la degradacion prematura generando una capa de
silice protectora en su superficie, su eficacia se demostré en
células HT-29 de adenocarcinoma de colon humano.4! En la

Figura 9 se muestran las estructuras de estos complejos de

Platino.
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Figura 9. Cisplatino y algunos de sus profarmacos incorporados en
plataformas de difusién basadas en nanoMOFs.
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El 5-Fluorouracilo (5-FU) es sin duda uno de los farmacos
antitumorales mas investigado para su transporte dentro de los
nanoMOFs, como lo confirman los numerosos ejemplos
encontrados en la bibliografia. El 5-FU es un farmaco hidréfilo
de bajo peso molecular. Es uno de los agentes
quimioterapéuticos mas comunes utilizados contra diversos
tipos de tumores malignos, incluidos los canceres colorrectal,
de mama, cabeza y cuello. A pesar de sus beneficios clinicos, el
5-FU esta asociado con frecuentes toxicidades
gastrointestinales y hematolégicas, lo que a menudo conduce a
la interrupciéon del tratamiento. Ademas, tiene una semivida
corta in vivo lo que significa que no se puede lograr un efecto
terapéutico sostenido. El uso clinico del mismo también esta
limitado por su escasa estabilidad en medio biolégico y
penetracion intracelular restringida, como consecuencia de su
importante caracter hidrofilico,®* su estructura quimica se
muestra en la Figura 10. Como ejemplo, muy recientemente, el
grupo de Yang ha descrito particulas microporosas de UiO-66-
NH; en las que han cargado el farmaco y poseen
[2]pseudorotaxanos como puertas moleculares de los
nanoportadores unidos a través de la complejacion receptor-

huésped para regular la liberacion controlada del farmaco.%°

Liu y colaboradores’ disenaron un interesante sistema basado
en nanoesferas huecas del MOF altamente estable ZIF-8, que
estd compuesto de cationes Zn2* y un ligando 2-metilimidazol.
Este material se cargd con un 51% de 5-FU y finalmente se
recubrié con capas del polimero desarrollado por ellos FA-CHI-
5-FAM. Este polimero FA-CHI-5-FAM estaba compuesto de
acido félico (FA) como una molécula de orientacioén, capaz de

unirse a los receptores de folato sobreexpresados en muchas
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superficies de células cancerosas, el ligando quitosano (CHI),
que facilita la formacién del polimero y su uniéon a la superficie
de las nanoparticulas y finalmente, el agente de imagen 5-
carboxilfluoresceina (5-FAM) para monitorizar el proceso de
liberacién controlada del farmaco. La nanomedicina sintetizada
ZIF-8/5-FU@FA-CHI-5-FAM tenia una distribucion de tamanos
de aproximadamente 400 nm. El material no cargado con 5-Fu
demostré ser no toxico en células MGC-803. Sin embargo, 200
pg/mL de ZIF-8/5-FU@FA-CHI-5-FAM produjeron la muerte
del 55% de las células. Los autores también comprobaron su
poderoso efecto de senalizaciébn siguiendo la fuerte
fluorescencia verde del material incubado en células MGC-803.
Finalmente, los autores mostraron la liberacion sostenida de 5-
FU del nanomaterial en condiciones fisiolégicas (PBS, 37 °C) y
en condiciones acidas (pH=5), lo que favorece la disolucion de
CHI y ZIF-8. La liberacion completa se llevo a cabo a lo largo de
45h y 21h respectivamente. Con lo que, ZIF-8/5-FU@FA-CHI-
5-FAM se present6 como un vehiculo de farmacolégico con alta
capacidad de carga muy util para matar células cancerosas de

manera controlada.

Teniendo en cuenta que las interacciones por enlace de
hidrégeno podrian aumentar la eficiencia de carga del 5-FU, se
sintetiz6 un MOF quiral y mesoporoso con mas potencial para
formar enlaces de hidrogeno, por parte del grupo de Wang.
Para ello, emplearon nitrato de cinc y triisoftalato de 5,5,5”-
(1,3,5-triazin-2,4,6-triil)tris(azanodiilo) (TATAT), este MOF tenia
dos tipos de poros: prismaticos hexagonales y cavidades
prismaticas trigonales. Las dimensiones de ellos son 1,7 y 2,1
nm. Los tamanos de las ventanas son 6,3 x 10,5 y 14,3 x

11,5A2, respectivamente. Este material disponia de numerosos
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puntos de unién por enlace de hidrégeno debidos a la cadena
principal de imino triazina y grupos carboxilicos del ligando
TATAT que podrian ofrecer interacciones entre el s6lido poroso
y las moléculas de 5-FU. La carga de 5-FU se realizé por
adsorcion, resultando una carga de 0,5 g de 5-FU/g como
consecuencia de la formacion de enlaces de hidrégeno entre el
sélido y la molécula de farmaco 5-FU. En los experimentos de
liberacion del farmaco se observo una liberacién progresiva sin
una importante liberacién inicial. En una semana se liberé el
86,5% del farmaco cargado. Los autores encontraron tres
etapas relacionadas con este proceso: alrededor del 42% del
farmaco cargado se liber6 en la primera etapa (8 h) y el 43% se
liber6 en las dos etapas posteriores. Esta liberacién escalonada
se debe a los diferentes tamanos de poro de los sélidos porosos,
a los enlaces de hidrégeno y a las interacciones -t que se
producen entre el 5-FU y la parte organica del MOF. Con lo
cual, los autores concluyeron que las interacciones especificas
entre moléculas de farmacos y la estructura de los MOFs no
s6lo podrian mejorar la capacidad de carga sino también

prolongar el proceso de liberacién.

5-Fluorouracilo

Figura 10. Estructura quimica del farmaco antitumoral 5-
Fluorouracilo (5-FU).
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La camptotecina (CPT) es un alcaloide pentaciclico natural
insoluble, aislado del arbol oriental Camptotheca accuminata
por Wall y colaboradores en 1966. La CPT es bien conocida por
su actividad antitumoral contra una amplia gama de canceres
humanos. También se le han encontrado una gran variedad de
actividades biologicas, entre las que se encuentran, su uso
como plaguicida, antisoriasis, antiparasitario, antimicrobiano,
antifingico y antiviral. Muchos investigadores han publicado
que la CPT inhibe una enzima celular de la ADN topoisomerasa

I e induce la apoptosis en varias células cancerosas.”!

Desafortunadamente, la CPT presenta algunas limitaciones
importantes con respecto a la aplicacion terapéutica, como su
pobre solubilidad en agua y la hidroélisis rapida del anillo de
lactona a pH fisiolégico, lo que da lugar a la forma de
carboxilato inactiva (Figura 11). Ademas, la CPT es
extremadamente insoluble en compuestos organicos excepto en
dimetilsulféxido, en el que muestra una solubilidad moderada.
Debido a la insolubilidad de 1la CPT en disolventes
biocompatibles, es muy dificil aplicarla mediante las vias
convencionales de administracion de farmacos, incluyendo la
administracién oral, inyeccién intravenosa o intramuscular,
para distribuir este compuesto en todo el cuerpo. Existen otros
aspectos negativos que limitan el uso de CPT en ensayos
clinicos: pérdida pronunciada de actividad debido a la
hidrélisis del anillo de lactona, reversibilidad de la interaccion
farmaco-objetivo y toxicidad severa, incluyendo cistitis

hemorragica y mielotoxicidad.?!
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\‘“"OH

Lactona (anillo cerrado) Carboxilato (anillo abierto)

Figura 11. Equilibrio de la CPT entre la forma lactona (forma activa) y
la forma carboxilato (forma inactiva).?!

Hay muy pocos ejemplos de MOF para liberaciéon de CPT, la
mayoria de ellos estan centrados en la estructura del ZIF-8. De
esta forma, se encapsularon fluoresceina y CPT en el MOF
zeolitico imidazodlico (ZIF-8) monodisperso con particulas de
tamarfio uniforme de 70 nm (Figura 12). La evaluacién de las
nanoesferas del ZIF-8 con fluoresceina encapsulada en la linea
celular de adenocarcinoma de mama humano MCF-7 demostro
la internalizacién celular y citotoxicidad minima del
contenedor. El tamano de particula de 70 nm facilita la
captaciéon celular, mientras que la disociacién facil del MOF
ZIF-8 da como resultado una liberacién endosomal rapida de la
carga de moléculas pequenas. De esta manera se demostré que
las particulas de ZIF-8 con CPT encapsulada muestran una
mayor muerte celular, que implica la captaciéon por parte de las

células y la liberacion intracelular del farmaco.?

Con este mismo fin también se han cargado derivados de la
CPT dentro de los MOFs. Nunzio y sus colaboradores?2
desarrollaron un nanoMOF para liberacion de Topotecan (TPT)
que sigue el modelo del "barco en la botella" (Figura 13). En
este trabajo, los autores sintetizaron el MIL-100(Fe), mediante

autoensamblaje de cationes Fe3* y el ligando acido trimésico.
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Figura 12. Imagen esqueméatica de la aplicacion de MOFs para el
suministro de moléculas pequenas (fluoresceina en verde (A) y CPT en
azul (B)) dentro del ZIF-8. La molécula de CPT encaja bien dentro de la
red microporosa, que carga un maximo de 2% de farmaco.??

Posteriormente, el TPT se introdujo en los poros por medio de
varias impregnaciones consecutivas del MIL-100 en
disoluciones del agente anticancerigeno. El mecanismo de
atrapamiento se basa en que los monémeros del farmaco
pueden penetrar en las aperturas hexagonales (poros mas
grandes de la estructura) pero no en las ventanas pentagonales
(poros mas pequenios) y las moléculas se almacenan dentro de
las grandes cavidades. Dentro del MOF, las moléculas del
monomero se podrian agregar en las grandes cavidades a
través de interacciones de apilamiento. Este nuevo sistema de
liberacion controlada de farmacos se basa en un mecanismo de
absorcion de uno y dos fotones para activar la liberacion
controlada de la carga. Este mecanismo permite usar la region
del infrarrojo cercano en lugar de la luz UV/Vis, la cual posee
una mejor penetracién en los tejidos, ya que la irradiacion
UV/Vis puede danar las células y dificultar la penetraciéon de la
luz en el tejido. Los ensayos de eficacia in vitro demostraron

que los MOFs sin carga de TPT no afectaban a la actividad
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biolégica contra el adenocarcinoma alveolar A549 y las lineas
de células pancreaticas humanas MiaPaCa2, mientras que el
nanoMOF cargado con TPT indujo muerte celular con una
concentracion inhibitoria media maxima (ICso) de 2,5 y 0,2 uM
respectivamente, también se obtuvieron valores superiores a
los observados para el farmaco desnudo contra la linea de
células pancreaticas humanas PANC1 2,4 frente a >25 uM.
Una hipoétesis para explicar el efecto anterior podria apuntar
hacia la interaccién entre el nanoMOF y las células, lo que
permitiria que el farmaco se transportara dentro de las células

con el fin de ejercer la actividad antitumoral.

A MIL-100 nanoMOF "# *“'

@/ >

B

TPT (D) TPT (M)

¢

Hexagonal windows crossing

Figura 13. Ilustracion esquematica de la sintesis y estructura del
nanoMOF MIL-100. A) El nanoMOF posee cavidades pequefias (SC) y
cavidades grandes (LC). B) Representacion esquematica del
mecanismo hipotético de atrapamiento de TPT dentro de nanoMOF.72
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Existen muchos mas ejemplos de farmacos antitumorales
cargados dentro de diferentes MOFs, como por ejemplo
doxorrubicina,”® metotrexato,”* compuestos de rutenio”> y

NO.76
1.3.3.2 Terapia fotodinamica

Los MOF también pueden utilizarse como agentes
sensibilizantes en la terapia fotodinamica (PDT). Este
tratamiento utiliza especies quimicas como las porfirinas, que
pueden ser parte de la red, son capaces de excitadarse por
accion de la luz y transferir el exceso de energia a otras
moléculas como el O, dando la especie extremadamente
inestable oxigeno singlete: 10,. Esta especie puede interactuar
con las macromoléculas que juegan un papel clave en el ciclo
de vida celular, matando la célula, o con agua, produciendo
especies oxigenadas reactivas (EORs), tales como el superoxido,
O», el radical hidroxilo, OH*, o el peroxido de hidrégeno, H2Oo.
Estos agentes muy reactivos también pueden danar las células.
Los tejidos donde el oxigeno singlete o las EORs se han
formado por la accién de la luz sobre un fotosensibilizador
seran destruidos en un area controlada. La limitacion mas
importante de esta terapia es que su profundidad de
penetraciéon es muy corta por lo que no es muy util para
tumores profundos.!® Con esta aplicaciéon en mente el grupo
liderado por el profesor Wenbin Lin desarrollo el primer
nanoMOF usando una clorina como ligando,’” las clorinas son
compuestos  organicos macrociclicos y  heterociclicos
aromaticos, que consisten en un conjunto de cuatro anillos
de pirrol, uno de los cuales esta en forma reducida, unidos por

cuatro enlaces metino (=CH-). Los autores prepararon el
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ligando 5,15-di(pbenzoato)-clorina (HoBDC) a partir de la
correspondiente porfirina. El autoensamblado de dicha especie
con el catibn Hf* produjo una estructura que denominaron
DBC-UiO. Este material es estable y posee los ligandos bien
separados entre si, lo cual evita el auto quencheado de la
propia estructura ademas los pesados cationes Hf**
coordinados con los grupos carboxilato de este ligando mejora
el cruce entre sistemas lo que incrementa la generacion de
oxigeno singlete. Su estructura altamente porosa y la fina
apariencia de sus cristales en forma de laminas facilita la
difusién de las EORs hacia el exterior del cristal. Los autores
demostraron in vitro la no toxicidad del material en la
oscuridad y su fuerte accion citotoxica cuando se irradia con
luz sobre dos lineas celulares de cancer de colon la HT29 de
adenocarcinoma de colon humano y la CT26 de carcinoma de
colon de roedor. De la misma manera demostraron la fuerte
inhibicion de crecimiento de este tipo de tumores en ratones al
recibir el tratamiento de PDT con este nuevo material, con lo
que los MOFs con un disefio racional de su estructura, se
destacan también para aplicaciones en terapia fotodinamica.
En la Figura 14 se esquematiza el funcionamiento de este

nuevo material.
1.3.3.3 Difusion de acidos nucleicos

Al contrario que la mayoria de los farmacos compuestos por
moléculas pequenas los cuales pueden entrar en las células a
través de la difusién pasiva o por translocaciéon por los
transportadores de membrana, los acidos nucleicos no pueden
ser absorbidos por las células en sus formas moleculares libres

debido a su hidrofilicidad y elevado peso molecular.
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Figura 14. Descripcion esquematica de la generacion de oxigeno
singlete por parte del efecto fotosensibilizador del DBC-UiO con luz
LED.77

De la misma manera se han usado MOFs para suministrar
acidos nucleicos con alta eficiencia.* En un trabajo pionero, Lin
y colaboradores prepararon el primer nanoMOF util para
liberacién combinada de cisplatino y siRNA. Para esto, el
cisplatino y un grupo de genes directores de siARN resistentes
a multiples farmacos se cargaron en cristales en forma de
laminas hexagonales de ~100nm de diametro y ~30nm de
espesor del nanoMOF UiO formado por unidades de Zre(us-
0O)4(u3-OH)4 y acido aminotrifenildicarboxilico como ligando, el
cisplatino se retuvo dentro de los poros del material como el
profarmaco cis,cis,trans-[Pt(NH;3)2Cly(OEt)(OCOCH.CH,COOH)]
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en una cantidad de 12.3 £ 1.2 % en peso. El siRNA se retuvo
sobre la superficie del material mediante la coordinacién entre
los grupos fosfato de los siRNAs y las posiciones vacantes de
los Zr*. Curiosamente, estos sistemas liberaron eficientemente
tanto el siRNA como el cisplatino a cuatro lineas celulares de
cancer de ovario humano resistentes al cisplatino (ES-2,
OVCAR-3, SKOV-3 y A2780/CDDP) disminuyendo los valores
de ICs¢ del cisplatino en un orden de magnitud en comparacién
con el cisplatino libre. Este aumento de eficacia se atribuyé a la
activacion del gen resistente a los farmacos de las células de
cancer de ovario para el cisplatino mediado por el nuevo
sistema denominado siARN/UiO-Cis, demostrando asi la
eficiencia de este tipo de sistemas de terapia combinada.”® En
la Figura 15 se explica este nuevo sistema de liberacion

combinada centrado en nanoMOFs.
1.3.3.4. Difusion de otros farmacos

En el campo de la difusion de farmacos usando las redes
organometalicas como vectores, se considera al trabajo
publicado por Vallet-Regi y colaboradores en el ano 2006 la
primera aportacién. Los autores usaron ibuprofeno como
molécula farmacolégica y estudiaron el comportamiento de
estos nuevos vehiculos.!! El ibuprofeno es un farmaco de venta
libre bien conocido con potentes propiedades anti-inflamatorias
y analgésicas. Dado que el ibuprofeno es especialmente 1util
para aliviar los sintomas de la artritis, el hallazgo de
formulaciones del farmaco que permitiera que se liberara
lentamente en el cuerpo durante un largo periodo de tiempo

seria beneficioso para los pacientes que sufren de artritis.
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Figura 15. Preparacién y caracterizacion del siARN/UiO-Cis. (a)
Presentacion esquematica de la sintesis del siARN/UiO-Cis y la carga
del farmaco. Imagenes de TEM del UiO (b), UiO-Cis (c), y siARN/UiO-
Cis (d). Barras: 200nm. (e) Patron de difraccion de electrones del UiO.
(f) Imagen TEM de alta resolucion del UiO. Barra: 20nm. (g) Patrones
de PXRD de UiO-68 (negro), UiO (rojo) y UiO-Cis (azul). (h) Estabilidad
en suero de los siARNs agrupados en el material siARN/UiO-Cis segun
electroforesis. (i) Unién de albumina de suero bovino (BSA) a UiO-Cis
con y sin carga de siARN. Los resultados se expresan como la
cantidad de BSA (pg) adsorbida por pg de UiO-Cis.

El tamafo molecular del ibuprofeno es menor que los poros del
MIL-100 o MIL-101. Con el fin de ver si el ibuprofeno podria ser
adsorbido en cualquier MOF, los investigadores sumergieron
los materiales MIL-100(Cr) y MIL-101(Cr) en disoluciones de
ibuprofeno en hexano. Ellos descubrieron que ambos MOF
adsorbian el farmaco, el MIL-101(Cr) es capaz de adsorber el
138% de su propio peso de ibuprofeno. Después de obtener los
MOFs cargados de farmaco, los investigadores también
estudiaron la liberacién del farmaco en un medio acuoso que
simula fluidos corporales. Se encontré que mientras que algo
del farmaco se libera en cuestién de horas para ambos MOF, la

eliminacion completa del farmaco de las particulas requeria
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alrededor de 6 dias, lo que sugiere que los MOF de este tipo
podrian ser utiles para la liberacion lenta de ibuprofeno en
preparaciones farmacéuticas tales como un parche
transdérmico. Aunque el Cr3* es bastante téxico para las
células de los mamiferos, los investigadores sefalaron que la
red molecular no necesita ser construida alrededor de
octaedros de Cr3* y que el Fe3*, el cual es mucho menos toxico
que el Cr3* y forma facilmente octaedros, seria una alternativa
util para construir MOFs para almacenamiento y liberacién de

farmacos bajo condiciones biolégicas.

Asi, como una alternativa biocompatible, Férey y colaboradores
propusieron el uso de un MIL-53 de hierro menos toxico como
portador, el cual tiene estructura flexible.®2 Ellos investigaron
su capacidad de administracion de farmacos utilizando
ibuprofeno como modelo farmacolégico, al igual que el caso
anterior. Debido a su estructura flexible, el solido fue capaz de
adsorber alrededor del 21% en peso de ibuprofeno. Esta
capacidad de carga es mucho menor que la de los primeros
solidos, probablemente debido a su menor tamafo de poro
(8A). Sin embargo, este modelo exhibié6 una sorprendente
habilidad de liberar lentamente el farmaco encerrado en sus
cavidades: La liberacion total se logro después de 3 semanas en
fluido corporal simulado a 37°C. La entrega tan lenta del
ibuprofeno por parte del MIL-53 de hierro se beneficia de las
interacciones de enlace de hidrogeno entre el grupo carboxilico
del ibuprofeno y los grupos hidroxilo del MIL-53, asi como del
tamano de poro mas pequeno del material. Este resultado
indico que las terapias muy largas podrian realizarse mediante

la optimizacién de las interacciones entre los farmacos y la
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matriz de los materiales que los encierran, asi como la

modulacion de los tamafos de poro de los nanoMOF.

Nuevamente, Férey y colaboradores emplearon una serie de
nanoparticulas de la familia de los MIL para encapsular
enormes cantidades de diferentes medicamentos
antitumorales, antivirales y agentes cosméticos con diferentes
polaridades, tamanos y grupos funcionales, tales como
busulfan (Bu), trifosfato de azidotimina (AZT-TP), cidofovir
(CDV), doxorrubicina (Doxo), ibuprofeno, cafeina, wurea,
benzofenona 4 y benzofenona 3.52 A pesar de las excelentes
propiedades anticancerosas o antivirales de estos farmacos, la
mayoria de ellos tienen inconvenientes terapéuticos, por
ejemplo, poca solubilidad y/o estabilidad en fluidos biolégicos,
baja biodisponibilidad, semivida corta en sangre y limitado
acceso a través de las barreras biologicas, por lo que su uso
clinico estda muy limitado. Para eludir estos inconvenientes,
hasta ahora, se han desarrollado muchos materiales como
nanonanoportadores de ellos, pero la mayoria de estos
farmacos no podian ser atrapados usando nanomateriales
existentes. Por lo que sorprendentemente, las nanoparticulas
de MIL-100(Fe) atraparon con éxito estos agentes con tasas de
encapsulacion de hasta el 21,2% para el AZT-TP, 16,1% para
CDV, 25,5% para Bu y 9,1% para Doxo. Mientras que el MIL-
101(Fe)-NH, exhibi6 mayor capacidad de carga para AZT-TP
(42,0%) y CDV (41,9%). Sus altas eficacias se explican por una
fuerte afinidad entre los farmacos y las nanoparticulas que se
originan a partir de los sitios disponibles del metal en el MIL-
101(Fe)-NH; interactuando con los grupos fosfato de CDV y
AZT-TP. Las nanoparticulas de los nanoMOFs flexibles (MIL-89,
MIL-88A y MIL-53) también demostraron su capacidad para
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actuar como contenedores de estos farmacos, sin embargo, no
se obtuvieron buenas capacidades de carga con ellos. Sélo
0,6% de AZT-TP se retuvo en el MIL-88A y sélo 0,24% en el
MIL-53. Estas capacidades de carga insatisfactorias
probablemente se deben a sus tamanos de poro mas pequenos
que limitan la entrada de las moléculas de farmaco grandes. La
liberacién de AZT-TP en MIL-88A se mostré muy rapida desde
el principio debido a que estas moléculas de farmaco de
tamafio grande no atravesaron los pequefios poros del material
y solamente se hallaban retenidos sobre su superficie. En
comparacion con los MOF flexibles, se observo la liberacion
progresiva de las tres moléculas de farmaco, CDV, AZT-TP y
Doxo por parte de las nanoparticulas del MIL-100(Fe), sin una
liberacion acusada inicial. La mayoria de los farmacos se
liberaron en el plazo de 5 dias (Figura 16), los cuales fueron
gobernados principalmente por el proceso de difusién,
acompanado de una degradacion del 10% del MIL-100(Fe). La
actividad anti VIH de estas nanoparticulas se evalué en células
mononucleares de sangre periférica infectadas con VIH-1-LAI
Se observd un resultado significativo sélo para las
nanoparticulas cargadas con el farmaco que se encuentra
alrededor del 90% de inhibicién de la replicacién del VIH (ICqo =
200 nM de AZT-TP en MIL-100(Fe)). Ademas, como se introdujo
anteriormente, también se ensayo6 la capacidad de los MOF
como portadores de moléculas cosmeéticas de naturaleza
hidrofilica o hidréfobica, como la cafeina, la wurea, la
benzofenona 3 y la benzofenona 4. La capacidad de carga de la
urea fue muy alta, hasta el 69,2% y 63,5% utilizando las

nanoparticulas MIL-100(Fe) y MIL-53(Fe) respectivamente,
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mientras que la capacidad carga para la la benzofenona 3 fue

bastante baja, sélo el 1,5%.
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Figura 16. Perfiles de liberacién de farmacos CDV (negro), Doxo (rojo)
y AZT-TP (verde) en condiciones fisiolégicas simuladas (PBS, 37°C) a
partir de nanoparticulas MIL-100(Fe).52

1.4 NanoMOF's para imagen clinica

Una de las principales razones por las que el cancer es un
desafio médico importante del siglo XXI es que, en muchos
casos, el éxito de la terapia se ve afectado principalmente por el
diagnostico oportuno y la prognosis. En este sentido, es crucial
encontrar nuevos enfoques de técnicas diagnésticas capaces de
detectar la malignidad en etapas tempranas.’” La imagen
biomédica es una herramienta muy importante en muchos
diagnosticos. Debido a su adaptabilidad composicional, las
redes organometalicas a nanoescala pueden ser utiles para

funcionar como diferentes tipos de agentes de contraste (ACs)
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para técnicas de diagnéstico por imagen clinica. Incluso, estos
materiales son capaces de mejorar la senal de diferentes

técnicas de formacion de imagenes con el mismo material.
1.4.1 Resonancia magnética para imagen (RMI)

La resonancia magnética es una de las herramientas de
diagnostico clinico mas potentes debido a su naturaleza no
invasiva, alta resolucién espacial, dependencia de agentes de
contraste no radiactivos (ACs), infinita profundidad de
penetraciéon y resolucion anatémica. Sin embargo, la
sensibilidad intrinsecamente baja de la RM requiere el uso de
agentes de contraste, que aceleren las velocidades de relajacion
de los protones del agua que los rodea generando una mejora
de la sensibilidad de la senal obtenida. Por lo tanto, los ACs se
administran a menudo en dosis altas. En base a sus
mecanismos de relajacién, los ACs pueden clasificarse como
agentes Ti-positivos que modifican la velocidad de relajacion
longitudinal, generando un aumento en el brillo o contraste
positivo, cuando los datos captados son tratados a través de un
software especializado, o como agentes T>-negativos que
modifican la velocidad de relajacién transversal, generando asi
un oscurecimiento de la imagen obtenida o contraste negativo.
Con respecto a esta propiedad, se sabe que los nanomateriales
paramagnéticos pueden trabajar a niveles de concentracion
muy bajos con una notable mejora de la senal de RMI. Los
cationes Gd3* y Fed* tienen la capacidad de incrementar las
velocidades de relajacién proténica longitudinal (r1) vy
transversal () de las moléculas de agua en los tejidos
humanos, mejorando asi las imagenes clinicas de RM. Estos
cationes, formando parte de un reticulo estable, logran evitar la

aparicion de efectos secundarios indeseables de los quelatos
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solubles actualmente usados en los ensayos clinicos y permiten
elevadas cargas utiles de iones metalicos paramagnéticos.
También prolongan la vida media del agente de contraste en
plasma y proporcionan una buena sefializacién y acumulacién
en los tumores.” La magnitud del efecto sobre el tiempo de
relajacion longitudinal T o el tiempo de relajacion transversal
T, se mide como la relajatividad n o r, respectivamente
normalizada a 1 mM de concentracién del agente de contraste
bajo una intensidad de campo magnético aplicado. La

relajatividad se utiliza para evaluar la eficacia de los ACs.2!

La eficacia de los nanoMOFs de Gd3* como agentes de
contraste para resonancia magnética de imagen ponderada en
T, fue demostrada por primera vez por Lin y sus colaboradores
con nanobarras de aproximadamente 100 nm de longitud y 40
nm de grosor del MOF Gd-BDC. Estos nanoMOFs mostraban
una relajatividad longitudinal r=35,8 mM-! s'! por catién de
Gds3* en una suspension acuosa de goma de xantano, bajo un
campo magnético de 3,0 Teslas. La relajatividad por Gd3*
resulté ser casi una orden de magnitud superior a la del agente
de contraste Omniscan comercialmente disponible, el cual
usaron como patréon. Ademas, el Gd-BDC también exhibi6é una

relajatividad transversal »=55,6 mM-! s-! por Gds+.14

Hatakeyama y colaboradores®?® estudiaron la influencia del
tamano de particula de dos MOF de gadolinio con acido 1,4-
bencenodicarboxilico (1,4-BDC) o acido 1,2,4-
bencenotricarboxilico (1,2,4-BTC) sobre la relajacion de los
protones del agua para RM. Los autores sintetizaron MOFs de
gadolinio con diferentes formas y tamanos, que van desde 24
nm a mas de 1 micra, usando micelas controladas. También se

analizaron sus propiedades magnéticas bajo un campo
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magnético de 4,7 T. Ellos encontraron que las particulas con
una mayor area disponible para la interaccion de los cationes
Gd3* con las moléculas de agua circundantes producian
mayores velocidades de relajacion que las particulas mas
grandes y mas gruesas, que tenian menos superficie. De esta
manera, la mayor relajacién longitudinal de 83,9 mM-1s! se
encontré con el MOF de Gd3* con el area superficial mas alta
de 4,51-101° nm?, y el menor rn=17,8 mM-1s-! se mostr6 con las
particulas de mayor tamafno del MOF de Gd3*, con un area
superficial de 0,893-101° nm?2. Estos resultados mostraron que
la mayor mejora de la relajatividad no dependia de la carga de
Gds3* dentro de las nanoparticulas del MOF, pero si dependia de
su disponibilidad para interactuar con las moléculas de agua

circundantes (Figura 17).
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Figura 17. Representacion esquematica de la variaciéon de la
relajatividad longitudinal con el tamafio de particula.80

Con la idea de buscar una composicion mas biocompatible y
evitar la presencia de gadolinio en los nuevos agentes de
contraste, el grupo de Lin sintetiz6 nanoMOFs basados en Mn?2*
y evalué sus aplicaciones como agentes de contraste para

RMI.27 Se ha demostrado que los iones Mn2* funcionan como
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potentes agentes de contraste en RMI con menor toxicidad que
el Gd3* libre. Se encontr6 que las nanobarras de
Mn(BDC)(H20)2 presentaban relajatividades de r1=5,5 mM-1s!y
n=50,0 mM-!s! con respecto al Mn2* bajo un campo magnético
de 3T, mientras que las nanobarras de Mny(BTC)3(H20)e
exhibieron relajatividades de r=7,8 mM-!s! y rn=70,8 mM-!s!
respecto a la [Mn2?*]. Los nanoMOF de Mn-BTC se recubrieron
con una cubierta protectora de silice y se funcionalizaron con
un péptido director del cancer el c(RGDfK) con el fin de
estabilizar el nanoMOF en el medio biolégico y anadirle a la
capacidad de direccionamiento hacia el tumor. La accion de
este nanoMOF se proboé in vivo demostrando una mejora en las
seflales de RMI ponderadas en T: en el higado, el bazo y la
aorta 1 h después de la inyeccién intravenosa de una dosis de
10 pmol/kg de Mn, causada por los iones Mn2* liberados de los

nanoMOFs.

Estas caracteristicas de los nanoMOFs abren una puerta en el
campo de los materiales teranosticos. Este concepto incluye la
terapia y diagnoéstico del cancer y ha sido tendencia en la
investigacion con este tipo de materiales desde su introduccion
por parte de John Funkhouser, director ejecutivo de
PharmaNetics en 1998. Entre las diversas técnicas de
diagnostico basadas en imagen molecular, la tomografia
computarizada de rayos X (TC), resonancia magnética de
imagen (RMI), la tomografia de emision positronica (TEP) y la
imagen o6ptica por fluorescencia estan siendo ampliamente
usadas para guiar la terapia clinica. La terapia guiada por
imagenes no so6lo nos permite localizar y medir intuitivamente
el tejido lesionado, sino también puede optimizar la eficacia

terapéutica, monitorizar las respuestas terapéuticas y
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determinar el programa terapéutico para realizar terapias
personalizadas. La resonancia magnética, se ha wusado
ampliamente en la ciencia médica como una técnica de
diagnéstico no invasiva de gran alcance, la cual, gracias a la
introduccion de compuestos magnéticos y nanoparticulas, nos
permiten obtener imagenes de alta resolucién con un excelente
contraste de los tejidos blandos, pudiendo distinguir
perfectamente los tejidos sanos de las lesiones de forma inocua
para el paciente.8! De esta manera, Horcajada vy
colaboradores5? en un trabajo comentado en la seccién anterior
introdujeron por primera vez el uso de MOFs como materiales
teranosticos aprovechando la capacidad del Fe3* de disminuir
el tiempo de relajacion transversal de los protones del agua
bajo un campo magnético, incrementando de esta manera el
contraste negativo de los tejidos. Concretamente, el MIL-100
cargado con farmaco anti-VIH AZT-TP, present6é valores de r
superiores a 50 s'mM-! bajo un campo magnético de 9,4 T.
También se probo el nanoMOF hierro-carboxilato MIL-88A
PEGilado (2 = 95 s'ImM-1) en un ensayo in vivo como agente de
contraste T, para RM en ratas. El oscurecimiento en las
imagenes de resonancia en los tejidos donde se produjo la
acumulacién del agente de contraste (higado y bazo) genero

buenas imagenes para el diagnéstico clinico (Figura 18).

Finalmente, Lin y colaboradores,82 fabricaron un nano polimero
de coordinacion teranésctico producto del autoensamblado de
iones Mn?*y el farmaco zoledronato (63 * 5% en peso) gracias a
su estructura de bifosfonato.82 El acido zolendrénico es un
medicamento para el tratamiento de la osteoporosis, asi como
uno de los bifosfonatos nitrogenados mas eficaces, ha

demostrado ser beneficioso para los pacientes con cancer de
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mama en varios estudios de la fase clinica III como farmaco

auxiliar.

220 mg kg™ MILL-88A_nano

Figura 18. Imagenes de resonancia magnética. Imagenes a la
izquierda (a-c) ratas control. Imagenes a la derecha (d-f) ratas
inyectadas con 220 mg kg-! de MIL-88A, en las regiones del higado (a,
b, d, e) y del bazo (c, f). 30 minutos después de la inyeccion, el efecto
del producto se observa en el higado y en el bazo. (dm, musculo
dorsal; k, rifién; li, higado; s, bazo; st, estémago).52

Sin embargo, la aplicacion clinica de bisfosfonatos como
terapia anticancerosa esta limitada por su farmacocinética
desfavorable, pues al igual que la mayoria de los farmacos
inyectados se unen a los huesos o se eliminan rapidamente
mediante la excrecion renal. El polimero de coordinacion
preparado se recubrié adicionalmente con wun lipido y
polietilenglicol para conseguir una liberacién controlada del

farmaco, mejorar su estabilidad y se funcionalizo
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adicionalmente con anisamida como ligando director (Figura
19). Estos polimeros de coordinacion de Mn conjugados con
PEG y anisamida exhibieron un valor de r; de 7,6 y un valor de
rn de 70,3 mM-! s'! bajo un campo magnético de 3,0 Tesla.
Ademas, se demostro que presentaban sefales mas intensas en
imagenes ponderadas en T después de la incubaciéon con
células MCF-7 de cancer de mama humano en comparaciéon
con las particulas carentes de anisamida tras un tiempo de
incubacién de 24 h. Se estim6 que el valor de r; de los NCP de
Mn era de aproximadamente 8 mM-1s-! en células MCF-7, lo
que sugiere la capacidad de este NCP para actuar como un
agente de contraste, ponderado en T eficaz para RM in vitro.
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Figura 19. Esquema que muestra el procedimiento general del
autoensamblaje de NPCs recubrimientos de lipidos y PEG.82

1.4.2 Tomografia Computarizada

La tomografia computarizada (TC) es una herramienta de
diagnoéstico clinico rapida y econémica mediante la cual se
hace pasar un haz de rayos X a través del cuerpo del paciente
contra un detector moévil para la recogida de datos en diversas
direcciones y angulos. A partir de estos datos, se obtienen
imagenes en diferentes direcciones del area objetivo, las cuales
se pueden utilizar para construir un tomograma en un
ordenador, que contiene informacion tridimensional de la parte

implicada del cuerpo del paciente. Actuando como agentes de
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contraste para la tomografia computarizada, los elementos mas
pesados producen una fuerte dispersion de los rayos X, por lo
que la introduccién de estos elementos disminuira la
recoleccion de datos por el detector en las areas de
acumulacién de estos elementos pesados. Entonces, si los
elementos pesados estan bien localizados alrededor del tejido
afectado, el contraste entre los tejidos normales y enfermos se
realzara en el tomograma, contribuyendo asi a concluir el
estado de la enfermedad.'® Buscando mejores agentes de
contraste para TC, Dekrafft y colaboradores®® introdujeron
atomos de yodo como componente pesado de un MOF capaz de
atenuar los rayos X de la muestra irradiada, permitiendo la
construccién de imagenes con alta resolucién espacial. Se
sintetizaron cinco redes organometalicas a nanoescala con el
ligando puente acido 2,3,5,6-tetraiodo-1,4-benceno
dicarboxilico (I4-BDC) y Cu?* o Zn2?* actuando como cationes
metalicos en la construccion de los nanoMOFs. Dichos
nanoMOFs presentaron una fuerte atenuaciéon de los rayos X
mostrada en estudios fantasma (phantom) (en la Figura 20 se
muestran los estudios fantasma comparando el nuevo agente
de contraste con iodixanol), lo que los convierte en potenciales
agentes de contraste para tomografia computarizada de rayos
X. Estos nuevos agentes de contraste a nanoescala
presentaban una buena biodegradabilidad con un tiempo de
semivida de una hora y media medido en condiciones
biologicas simuladas (disolucion de tampoén de fosfatos de
pH=7,4, 37 °C). En este periodo de tiempo antes de su
completa disolucion, los nuevos materiales se presentan como

una herramienta de diagnoéstico de gran alcance para TC.
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Figura 20. Las imagenes fantasma de TC de a) [Cu(ls-
BDC)(H20)2]-2H20 (Cu-nanoMOF) y b) [Zn(l+-BDC)(EtOH)2]-2EtOH (Zn-
nanoMOF) los nanoMOFs estaban dispersos en etanol y c) Iodixanol
en disolucién acuosa. En la parte superior de la imagen, en sentido
horario, los circulos tienen [I] = 0, 0,075, 0,150, 0,225 y 0,300 M. d)
Atenuacion de rayos X en funcién de [I] para Cu-nanoMOF a 40 kVp,
Zn-nanoMOF a 50 kVp y Iodixanol a 40 kVp.83

1.4.3 Imagen o6ptica

La imagen optica ha surgido en los ultimos afos como una
poderosa modalidad de imagen ampliamente utilizada en el
campo de la biomedicina, principalmente en aplicaciones
oncologicas, debido a su capacidad para diferenciar de manera

no invasiva entre tejidos enfermos (como los tumores) y tejidos
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sanos en base a la acumulacién diferencial de colorantes en
ellos.53 Aprovechando las excelentes propiedades de los
nanoMOFs Damirin y colaboradores disefiaron un nuevo
sistema teranoéstico que utiliza el MIL-53(Fe)-NH,, que conjuga
Fed* con ligandos 2-aminotereftalato en una estructura con
intensas propiedades magnéticas, como contenedor para la
carga del farmaco antitumoral 5-fluorouracilo en un 28% en
peso.®* Ademas, la gran cantidad de grupos amino libres en
superficie permitié la unién covalente de 5-carboxifluoresceina,
para dotar al sistema con un agente fluorescente que
permitiera seguir el proceso de liberacion de farmacos usando
imagen o6ptica y acido félico, como agente director que siente
afinidad por los grupos folato sobreexpresados en la superficie
de las células tumorales. Gracias a las excelentes propiedades
fluorescentes de este sistema, pudieron demostrar que la
liberacion del 5-FU se produce dirigida a las células que
presentan el receptor especifico de acido félico (células MGC-
803) (Figura 21), también permitié estudiar la distribucion del
sistema ex vivo, segun la intensidad de fluorescencia en los
diferentes organos, comprobando una circulacién in vivo del
sistema de liberacién y una mayor acumulaciéon en el higado

(Figura 21).
1.5 NanoMOFs como biosensores

Otra de las numerosas prestaciones de los MOFs, es su
habilidad para actuar como sensores gracias a sus numerosas
y adaptables propiedades, en este apartado vamos a citar
algunos ejemplos de  estas aplicaciones.8587  Aqui
comentaremos algunas de sus funciones como biosensores, es

decir, un dispositivo integrado autosuficiente que es capaz de
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proporcionar informacién analitica cuantitativa o semi-
cuantitativa  especifica  utilizando un  elemento de
reconocimiento biolégico que se mantiene en contacto espacial

directo con un elemento de transduccion.s8
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Figura 21. A la izquierda se presentan las imagenes de fluorescencia
de células MGC-803 (con receptores de folato) vivas cultivadas con el
sistema que incluye acido félico (A) y sin acido félico (B), para
comprobar la capacidad directora de este sobre el material, células
HASMC (sin receptores de folato) cultivadas con el sistema que lleva
acido folico (C) durante 4 h. Los paneles izquierdo, medio y derecho
son imagenes de campo oscuro, imagenes de campo claro y
superposiciones, respectivamente. Barra de escala: 100 pm. A la
derecha se muestra la acumulacién de la nanomedicina en los
organos principales extirpados de ratones atimicos desnudos 24 h
después de la inyeccidén, e imagenes de fluorescencia ex vivo de
diferentes 6rganos a las 24 horas post inyeccion.84

1.5.1 Sensores de pH

Buscando una red organometalica que sirviera de sistema de
monitorizacion de pH, el grupo de Avelino Corma desarrollo el
MOF ITQMOF-3-Eu (Figura 22), el cual, fue producto del
autoensamblado de cationes europio (III) con acido 1,10-
fenantrolina-2,9-dicarboxilico.89 Este material result6 ser muy
util como componente de un sensor de pH en miniatura que

funciona en el rango de pH de interés biologico (5-7,5).
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Figura 22. a) Imagen de microscopia 6ptica del ITQMOF-3-Eu. b) y c)
Entornos de coordinacioén del europio en la estructura.

Conociendo que se puede introducir la propiedad de medir el
pH en una red organometalica, el grupo del profesor Lin
desarroll6 el primer sensor de pH basado en nanoMOF para la
medida del pH intracelular en células vivas con respuesta
rapida y alta exactitud.?® El pH intracelular (pHi) desempena
un papel  vital en la  regulacion del proceso
fisiolégico/patolégico. Es de gran importancia detectar y
monitorizar los cambios de pHi a tiempo real dentro de células
vivas para comprender mejor los procesos biolégicos y
contribuir al disefio racional de nanoMOFs para la entrega
intracelular de farmacos. Para este menester, los autores
usaron el isotiocianato de fluoresceina (FITC) anclado
covalentemente a un nanoMOF tipo UiO construido a partir de
Zr#* y acido aminotrifenildicarboxilico (amino-TPDC). Este
nanoMOF denominado F-UiO con cargas de FITC de hasta el
7% en peso, presentaba wuna fluorescencia eficiente y
excelentes propiedades de monitorizacion radiométrica del pH.
Los F-UiO nanoMOFs se internalizaron eficientemente por las

células y se mantuvieron estructuralmente intactos dentro de
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los endosomas, ofreciendo la posibilidad de detectar el pH
endosomico/lisosomal. Los estudios de imagen sobre células
vivas permitieron ver la endocitosis y la exocitosis de los F-UiO
y la acidificacién endosémica en tiempo real. Las ventajas de la
utilizacién de estos sistemas para la deteccion del pHi en
células vivas quedaron demostradas claramente en este
estudio. Los nanoMOF a los que se les ha acoplado un sustrato
fluorescente representan asi una clase de nanosensores para
detectar el pHi y para investigar las interacciones de las células

con los nanoMOF.
1.5.2. Otros biosensores

Wang y colaboradores®! desarrollaron un sensor colorimétrico
basado en el MOF Fe-MIL-88A, que se construy6 con hierro y
acido fumarico. Este MOF fue capaz de catalizar la oxidacion
de la 3,3,5,5-tetrametilbenzidina (TMB) produciendo un
cambio de color en disolucion acuosa. Gracias a la
introducciéon de una biomolécula objetivo y su correspondiente
aptamero, la union entre el objetivo/aptamero y el MOF inhibi6
el efecto catalitico del Fe-MIL-88A sobre el TMB, lo cual se
utiliz6é para el disenio del sensor (Figura 23). Se demostr6 su
respuesta sensible y selectiva en muestras complejas tales
como suero humano mediante la deteccién de trombina, que
present6é un rango de deteccion lineal de 0,8 nM a 80 nM. La
determinacion se pudo realizar con los ojos desnudos y sin
necesidad de hacer medidas de absorbancia a partir de 10 nM.
Este sistema presenta una nueva y prometedora herramienta
de detecciéon de biomoléculas basada en MOFs para el cuidado

de la salud.
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Figura 23. (A) Ilustraciéon esquematica de la reacciéon colorimétrica
catalitica que imita la peroxidasa del Fe-MIL-88A; (B) Representacion
esquematica del mecanismo de deteccion del MOF/aptamero para la
deteccion colorimétrica de la trombina: después de la introduccién de
la mezcla de aptameros y trombina que se envolvieron alrededor del
Fe-MIL-88A, inhibiendo la oxidacién y asi desapareciendo el color
azul.9!

Con respecto al uso de redes organometalicas como
biosensores destaca el azul de Prusia (PB) y sus analogos
(PBAs). Se trata de wuna familia de compuestos tipo
hexacianometalatos donde dos iones metalicos idénticos o
diferentes estan unidos por el ligando tipo ciano, lo que da a
estos compuestos propiedades muy interesantes. Debido al

hecho de que el PB y los PBA son estructuras soélidas formadas
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por iones metalicos y ligandos organicos, pueden considerarse
como los MOFs mas antiguos. De hecho, el PB, cuya formula
general incluye dos cationes de hierro de valencia diferentes en
Felll4[Fell(CN)¢]3nH,O, ha tenido un uso bien conocido en la
industria de los pigmentos desde 1704.92 Estos compuestos
son no toéxicos y han demostrado una gran cantidad de
aplicaciones en el campo biomédico como agentes para terapia
fototérmica,3 agentes de contraste para RMI%* y dispositivos de
administracion de farmacos,% entre otros. Ademas, la
administracion de farmacos y alimentos de los Estados Unidos
(FDA) aprobod los tratamientos clinicos con nanoparticulas de
azul de Prusia comerciales llamadas Radiogardase™ de HEYL
Chemisch-pharmazeutische Fabrik GmbH & Co. KG como
tratamiento para la contaminacion interna con cesio radiactivo
y talio radiactivo o no radioactivo.92 Un ejemplo de una de sus
aplicaciones en el campo de los biosensores la tenemos en la
deteccion de glucosa, donde el azul de Prusia puede favorecer
la accion de enzimas tales como la glucosa oxidasa que cataliza
la oxidacion de glucosa a peroxido de hidrégeno, permitiendo
que estas trabajen a un menor potencial, esta propiedad
electroquimica se puede emplear para el desarrollo de
glucometros como el presentado por Wang y colaboradores.90
Ellos fabricaron un biosensor a base quitosano y azul de
Prusia, la estrategia consitio en el depésito de una capa de azul
de Prusia sobre el electrodo de trabajo y la introduccién e
inmovilizacion de las enzimas (glucosa oxidasa, galactosa
oxidasa y glutamato oxidasa) a través de un film de quitosano,
el cual posee una permeabilidad muy selectiva evitando la
penetracion de sustancias interferentes tales como acido urico

y acido ascérbico. Los resultados obtenidos a través del uso de
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este biosensor se compararon con métodos
espectrofotométricos encontrando que los resultados de ambas
medidas estaban en un excelente acuerdo obteniendo un
coeficiente de correlacion mayor del 0,99 para las 100
muestras bajo estudio, los resultados también demostraron
que este sistema podia detectar de manera eficiente glutamato
y galactosa en muestras reales de suero humano. Estos
resultados apoyan el uso de MOF para la deteccion de distintos

tipos de analitos.
1.6 Desafios pendientes y consideraciones futuras

Las redes organometalicas han demostrado ser un tipo de
material muy util en muchos campos de trabajo de la ciencia
actual, tales como la catalisis, optica, deteccién, aplicaciones
energéticas y medioambientales. En cuanto al campo que nos
ocupa, su posible implementacion en la medicina futura, los
MOFs, construidos con un diseno racional de su composicion y
caracteristicas parecen funcionar bien a nivel de laboratorio
casi para cualquier tipo de terapia conocida, asi como para el
diagnostico de enfermedades, gracias a sus excelentes
propiedades estructurales y composicionales. No obstante, al
margen de la amplia gama de posibilidades sintéticas con las
que contamos para el desarrollo de estas estructuras, su baja
toxicidad, altos rendimientos, costes de produccion
economicos, posibilidad de escalado y su facilidad para adaptar
a cualquier forma y tamano, han hecho posible fabricarlos a
gran escala, incluso algunos de estos MOFs ya se encuentran
disponibles en algunas casas comerciales.?” Lo cierto es que la
exploracion del terreno biomédico usando esta clase de

materiales es muy reciente. A pesar de que algunos autores ya
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han propuesto formulaciones farmacéuticas con ellos tales
como parches transdérmicos?8 y de que incluso también se han
publicado MOFs comestibles,?° atn se debe hacer mucho
trabajo para conseguir sistemas terapéuticos, agentes de
diagnostico, y sistemas combinados para terapia e imagen
(teranésticos) eficientes con estas estructuras. Conseguir
dispositivos que combinen las propiedades deseadas en el
interior del material y su superficie y llevar a cabo estudios
rigurosos y completos acerca de estabilidad de los MOFs en
medio fisiolégico, toxicologia y grado de biocompatibilidad, asi
como el conocimiento completo de su comportamiento en las
etapas de absorcién, distribucién, metabolismo y excrecion,
permitira evaluar la viabilidad de los tratamientos con estas

nuevas nanomedicinas.100

En el capitulo 4, hemos desarrollado nuevos sistemas de
liberacion de farmacos basados en las estructuras de los
nanoMOFs MIL-101(Fe) y MIL-100(Fe) modificados con grupos
amino. Seleccionamos estos materiales debido a sus poros de
grandes dimensiones, en el rango del mesoporo, haciendo
factible la acomodacion de la molécula de CPT dentro de las
cavidades internas, hemos unido la CPT covalentemente a los
materiales a través de ligandos especificos a los grupos amino.
Los conjugados resultantes incorporaron lo que a nuestro
conocimiento es la mayor cantidad de CPT publicada (casi el
20%) y mostraron una alta estabilidad a pH fisiologico.
Ademas, debido a su carga positiva, los derivados del MIL-
101(Fe) portadores de CPT presentaron una buena
internalizaciéon celular en ensayos in vitro, y también un
importante comportamiento de respuesta al pH acido, el cual

puede impulsar la liberacion del farmaco tras la captacion
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celular en el estadio lisosomal, mejorando la seguridad de la

liberacion y liberacion controlada de la CPT.101

En el capitulo 5, presentamos un enfoque novedoso para la
sintesis de nanoparticulas mesoporosas de 6xido de Gd-Si con
una alta densidad de atomos de Gd3* con morfologia
controlada. Para este propoésito, el analogo del azul de Prusia
Gd(H20)4[Fe(CN)¢] se usoé por primera vez como una plantilla de
sacrificio en una reacciéon con silicato soluble. Al superponer la
cinética de condensacién de la silice con la eliminacién del
[Fe(CN)e]3, pudimos sintetizar particulas de un nanocompuesto
tipo 6xido/hidréxido con una forma y tamafo iguales que los
cristales primigenios del MOF. Luego, la mesoporosidad se
desarroll6 mediante la incorporacion de un agente tensioactivo
bajo condiciones hidrotermales, dando un sélido poroso de
doble morfologia siendo estas nanocruces y nanobarras de gran
area superficial.l92 Luego empleamos este procedimiento de
superposicion de la cinética de condensacion de la silice con la
eliminacion del [Fe(CN)¢]3-, para sintetizar particulas de un
nanocompuesto de 6xido de Gd y Si con la misma forma y
tamanio que los cristalitos originales del Gd(H20)4[Fe(CN)g]. El
material resultante presenté una morfologia de nanobarras,
con tamano de particula pequeno (75 nm de longitud promedio)
mostrando buenos valores de relajatividad n y r» dentro de un
campo magnético de 3 teslas (T), mejorando el contraste

positivo de imagenes de RMI in vitro e in vivo.”

Finalmente, hemos llevado a cabo con éxito el recubrimiento de
las nanoparticulas de Gd(H20)4[Fe(CN)s] mediante Ila
polimerizaciéon del silicato a pH neutro. Para este fin, hemos
optimizado una estrategia sintética biomimética desarrollada

por nuestro grupo para activar la silice a pH~7 mediante el uso
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de analogos funcionales de la proteina silicateina a (la
trietilamina, TEA) como catalizador. Mediante el control
minucioso de la preparacion del Gd(H20)s[Fe(CN)e] y la
hidrélisis y polimerizacion del silicato, hemos obtenido
nanoparticulas de un material hibrido Gd(H20)4[Fe(CN)s]@SiOa,
muy estable en fluidos biolégicos, con tamafo y morfologia
controladas (de mnanocruces y mnanobarras). Mediante la
combinacién de centros magnéticos de Gd y Fe estrechamente
empaquetados en la misma estructura cristalina, los atomos de
Fe imponen un efecto magnético sinérgico sobre los atomos de
Gd, lo que conduce a un fuerte aumento de la relajatividad
longitudinal, manteniendo la alta relajatividad transversal
correspondiente a los centros de Fe. Esto dio como resultado
un agente de contraste con una relaciéon atémica de Gd:Fe
constante capaz de mejorar tanto el contraste positivo como el
negativo en las imagenes de RM ponderadas en T; y T, tanto
en sistemas in vitro como in vivo. Ademas, este material
muestra baja citotoxicidad en estudios sobre cultivos celulares,
no presenta anomalias estructurales o celulares en las
secciones histologicas y el recubrimiento de silice es facil de
funcionalizar con grupos organicos, mostrando un gran

potencial para la RM clinica.104
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2. Objetivos

Como se ha comentado en la introduccioén, los nanomateriales
ofrecen unas caracteristicas muy particulares las cuales nos
permiten su uso en diversas areas de la biomedicina. Aqui,
nosotros hemos querido aprovechar las -caracteristicas
estructurales de las nano redes organometalicas para el disefio
y preparacién de nuevos agentes de contraste para resonancia
magnética de imagen mas eficientes que los que se utilizan
actualmente en la practica clinica evitando los efectos adversos
que estos ultimos presentan. Por otro lado, la lucha contra el
cancer es un objetivo primordial en la sociedad actual, por esta
razéon también pretendemos mejorar la actual quimioterapia
utilizando estos contenedores sé6lidos como parte de un diseno
racional de nuevos portadores de farmacos, los cuales se
valgan del efecto EPR para el tratamiento selectivo y seguro de

tumores sin la aparicion de efectos secundarios.

En este sentido, el objetivo general de la presente tesis doctoral
es el estudio y evaluacion del potencial de las redes
organometalicas como componente estructural de vehiculos
destinados a aplicaciones biomédicas, concretamente a la
difusién intracelular de farmacos y a la mejora de la resolucion

de la imagen clinica.

A partir de este objetivo general se desglosan los siguientes

objetivos especificos:

1. Desarrollo de nuevos materiales nanoestructurados basados
en redes organometalicas de Fe3* para la difusion intracelular

de farmacos antitumorales.
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2. Desarrollo de nuevos materiales nanoestructurados
utilizando redes organometalicas como plantillas para la
obtencion de un nuevo agente de contraste de Gds* para

mejorar la imagen por resonancia magnética en secuencia 7.

3. Desarrollo de nuevos materiales nanoestructurados basados
en redes organometalicas de Fe3* y Gd3* para la obtenciéon de
un nuevo agente de contraste dual que mejore la imagen por

resonancia magnética en secuencias T:1y To.

Para la obtencion de los nanoMOFs se llevaran a cabo diversos
procedimientos de sintesis. En ocasiones, para la obtencién de
un sistema biocompatible, sera necesario proteger las
particulas del nanoMOF con una cubierta inerte y
funcionalizable, pudiendo tratarse de un recubrimiento de
silice amorfa o de una cubierta polimérica organica como un

polietilénglicol.

Los nuevos materiales preparados requeriran un profundo
estudio de sus propiedades y como éstas se veran modificadas.
La caracterizacion de los nanoMOFs se llevara a cabo mediante
técnicas espectroscopicas (PXRD, UV-Vis, FTIR, y RMI),
analisis de la estabilidad y distribucién hidrodinamica de las
particulas (DLS), microscopia electrénica (TEM-STEM, FESEM,
EDX), analisis quimico (ICP, analisis elemental de C, H, N) y
termogravimétrico (TGA, DTA, DTG), entre otras. Asimismo, se
llevaran a cabo los ensayos para la determinacién de los

tiempos de relajacion T:y To.

Para la incorporacion de agentes terapéuticos se seguiran dos
tipos de estrategias: post-sintéticas (a) la molécula del farmaco
se adsorbe dentro del material poroso estabilizandose dentro

del material por interacciones electrostaticas o (b) la molécula
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farmacolégica, se modifica quimicamente para favorecer la
union covalente a la estructura organometalica. La eficacia
terapéutica de las nuevas nanomedicinas sera determinada en
ensayos preclinicos, evaluando el proceso de transito
intracelular, determinando el grado de internalizacién celular
alcanzado, y comparando la actividad citotéxica con la del

farmaco libre.

En el caso de los nuevos agentes de contraste en la
determinacién de sus valores de relajatividad y su capacidad
para aumentar el contraste positivo y/o negativo en imagenes
de resonancia magnética. De la misma forma, se ha de evaluar
la estabilidad de los vehiculos preparados en medio de cultivo,
para estimar la seguridad del tratamiento con estos
nanomateriales. En estos ensayos de laboratorio, se haran
ensayos in vitro con el fin de evaluar su viabilidad celular, es
decir, se comprobara la ausencia de toxicidad de los agentes
portadores de nuestros farmacos y agentes de contraste en

células vivas.

En funcion de los resultados obtenidos en el apartado anterior,
se seleccionaran los materiales nanoMOF mas eficientes, para
su estudio sobre animales de experimentacion. Con los agentes
de contraste estudiaremos la mejora producida sobre las
imagenes de resonancia magnética al emplear nanoMOFs en su
adquisicion. Este estudio se llevara a cabo in vivo sobre los
principales é6rganos del sistema reticuloendotelial (SRE) y se
analizara la resolucion de las imagenes obtenidas,
comparandolas con las producidas usando agentes de
contraste comerciales (Magnevist®), con el fin de evaluar la
mejora que podemos aportar al contraste usando estos

nanomateriales.
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3. Materiales y métodos

3.1 Reactivos y disolventes y abreviaturas

Todos los reactivos quimicos usados en la parte experimental

de esta tesis doctoral mostraban grado de pureza de sintesis o

superior. La calidad de los disolventes era la misma o de HPLC,

procedentes de la empresa Scharlab, salvo que se indique lo

contrario. Todos ellos se listan en la Tabla 1 a continuacion,

indicando el proveedor comercial y el acrénimo correspondiente

con el que nos referiremos a ellos

Tabla 1. Reactivos quimicos

con posterioridad.

Reactivo Proveedor Acronimo
Ferricianuro potasico Sigma-Aldrich
Bromuro de tetraetilamonio Sigma-Aldrich
Nitrato de gadolinio hexahidratado ABCR
Acido acético Sigma-Aldrich
3-Cianopropiltriclorosilano Sigma-Aldrich | CPTCS
Silicato sédico Sigma-Aldrich
3-aminopropiltrietoxisilano Sigma-Aldrich | APTES
Diisopropilamina Sigma-Aldrich | DIPA
Diisopropil etilamina Sigma-Aldrich | DIPEA
Ester succinimidilico del acido Iris Biotech PEG3
2,5,8,11-tetraoxatetradecan-14-oico
Bromuro de hexadeciltrimetilamonio Sigma-Aldrich | CTAB
Cianopropiltrimetoxisilano Sigma-Aldrich | CPTMS
Tetrametil ortosilicato Merk TMOS
Trietilamina Sigma-Aldrich | TEA
Acido 2-aminotereftalico Sigma-Aldrich | BDC-NH2
Acido tereftalico Sigma-Aldrich | BDC
Dimetilformamida Acros DMF

Organics

Cloruro férrico hexahidratado

Sigma-Aldrich

Acetato potasico

Fluorochem
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Tribromobenceno Fluorochem
Bis(pinacolato)diboro Fluorochem

Cloruro de 1,1’- Fluorochem (Pddppf)Cl2
Bis(difenilfosfino)ferrocenopaladio (II)

4-bromo-2-aminobenzoato de metilo Fluorochem
1,4-Dioxano Sigma-Aldrich

Fluoruro de Cesio Fluorochem

Cloruro aménico Sigma-Aldrich

Sulfato s6dico anhidro Sigma-Aldrich
Hidroxido sédico Sigma-Aldrich

Acido clorhidrico Sigma-Aldrich

Acido Fluorhidrico Sigma-Aldrich

Acido 4-(terc-butoxi)-4-oxobutanoico Fluorochem
Dimetilaminopiridina Sigma-Aldrich | DMAP
Diisopropilcarbodiimida Sigma-Aldrich | DIC
Camptotecina Carbosynth CPT
Acido trifluoroacético Sigma-Aldrich | TFA
Acido 5-hexinéico Fluorochem 5HA
Clorhidrato de N-(3- Sigma-Aldrich | EDC
dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimida

Nitrito de terc-butilo Sigma-Aldrich | tBuONO
Azidotrimetilsilano Sigma-Aldrich | TMSNs

Hexafluorofosfato de

tetrakis(acetonitrilo)cobre (I)

Sigma-Aldrich

Cui(CH3CN)4PFs

Disolucién salina de fosfato Sigma-Aldrich | PBS, 1x
Glucosa Sigma-Aldrich

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

Medio de Cultivo DMEM Lonza

Medio de Cultivo MEM Lonza

Rodamina B Sigma-Aldrich | RhB
DRAQ 5™ Invitrogen

Lysotracker Green Invitrogen
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Agua mQ (El agua se desioniz6 hasta 18.2 mQ - cm-! usando
un sistema miliQ pack Academic equipado con un cartucho

Quantum Ex de Millipore).
3.1.2 Lineas celulares

Las células HeLa y Neuroblastoma SH-SYSY se obtuvieron de
American Type Culture Collection (Rockville, MD), se
mantuvieron en MEM (Earle’s), DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) and DMEM + F12 respectivamente, se
suplementaron con un 10% de suero bovino fetal (FBS, de
Lonza, Verviers, Bélgica) y Penicilina/estreptomicina (1%) a 37

°C bajo atmosfera humidificada de 95% aire y un 5-10% CO..
3.1.3 Animales de laboratorio

Para los ensayos de resonancia magnética de imagen in vivo se
usaron ratas Sprague-Dawley macho (250-300 g) de Janvier
Labs (Francia) y se mantuvieron bajo un ciclo de luz/oscuridad
de 12/12 h (se encendieron en el intervalo 07:00-19:00 h) a
temperatura ambiente (22 £ 2 °C), con acceso libre a comida y
agua. Las ratas se alojaron en grupo y se adaptaron a estas
condiciones durante al menos 1 semana antes de la
manipulacion experimental. Todos los experimentos fueron
aprobados por las autoridades locales (Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas-Universidad Miguel Hernandez) y se
realizaron de acuerdo con la legislacién espafiola (ley 32/2007)
y europea (directiva de la UE 86/609, decreto de la UE 2001-
486).
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3.2 Técnicas instrumentales de caracterizacion
3.2.1 Adsorcion de gases

La determinacion del area superficial de un sélido es una
manera habitual para la estimacién de pequenas moléculas
que en ¢él se pueden introducir bien por funcionalizacion
directa de la superficie, o bien por retencion en el interior de
sus poros. Esta determinacion se puede llevar a cabo
interpretando las isotermas de adsorcion mediante la teoria de
Brunauer, Emmett y Teller,! conocida como teoria BET. Los
procedimientos experimentales y calculos se han llevado a cabo
usando adsorcion de nitréogeno a 77 K. De esta manera
podremos determinar el area superficial de adsorcién de
nuestros soélidos, estimar el calor de adsorcion y el diametro y
volumen de poro. También, se pueden relacionar el nimero de
moles adsorbidos cuando el adsorbente esta cubierto con una
monocapa (nm) con el area superficial especifica (A) de acuerdo

con la expresion
A =n,Nya®

Donde o° es el area por molécula en una monocapa llena y No
es el numero de Avogadro 6.022:1023.2 En la Figura 3.1 se
muestra un esquema de estos sistemas de medida. En esta
tesis hemos usado un Micromeritics Flowsorb, para estas

determinaciones.
3.2.2 Analisis elemental

Distintas casas comerciales fabrican instrumentos automaticos

para analizar algunos de los elementos mas comunes en
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compuestos organicos, tales como carbono, hidrégeno, oxigeno,

azufre y nitrégeno.

i 8
el 0%
=
Q
; B
A >
Oyc

Figura 3.1. Esquema de un sistema de adsorcion de alto vacio.?

El analisis elemental (AE) se basa en la oxidacién a elevadas
temperaturas de los compuestos organicos, que convierten a
los elementos de interés en moléculas gaseosas. En algunos
equipos los gases se separan en una columna cromatografica;
en otros, las separaciones se basan en absorbentes especificos.
En la mayoria de los instrumentos, las determinaciones se
completan mediante una deteccién por conductividad térmica.
A menudo estos equipos poseen dispositivos que introducen de
forma automatica las muestras, ya pesadas, en el area de
combustion.3 El equipo utilizado es un analizador de C, H, Ny
S, EA 1108 Series de la casa comercial FISIONS. Equipado con
un Automuestreador automatico, y una Microbalanza Mettler

Toledo.
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3.2.3 Analisis termogravimétrico

La Termogravimetria (TG), registra continuamente la masa de
la muestra, colocada en una atmoésfera controlada, en funcion
de la temperatura o del tiempo al ir aumentando la
temperatura de la muestra (normalmente de forma lineal con el
tiempo). La representacion de la masa o del porcentaje de masa
en funcién del tiempo se denomina termograma o curva de
descomposicion térmica.*> En la Figura 3.2 se muestra un
diagrama de ©bloques de un sistema de analisis
termogravimétrico acoplado con un bloque de determinaciones
para Calorimetria diferencial de barrido (DTG) y analisis
térmico diferencial (DTA), que son sistemas muy comunes en
los laboratorios actuales. Para ello contamos con una Balanza
termogravimeétrica (TG) Mettler Toledo TGA/SDTA851. usando
una rampa de calentamiento de 5°C/min en el intervalo desde

25 °C hasta 800 °C con aire como gas portador.

detection system
system

I.'.l

TG
Furnace area
and
collector

Analysis ( J
or Coupling

Figura 3.2. Sistema de medida TG, DTG y DTA.4

3.2.4 Espectrometria de masas

Esta técnica es capaz de proporcionar informacion acerca de:

(1) la composicién elemental de las muestras, (2) la estructura
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de las moléculas inorganicas, organicas y biolégicas; (3) la
composicion de mezclas complejas; (4) la estructura y
composicion de superficies soélidas; y (5) las relaciones
isotépicas de atomos en las muestras.35 Los espectros de
masas, tanto de baja (EM) como de alta resolucion (EMAR), se
realizaron bien mediante la técnica de inyeccion indirecta
previa separacion en HPLC o UPLC empleando el espectréometro
Agilent 1100 Series LC/MSD, o mediante ionizacién por
electroespray en un espectrometro Waters ACQUITY™

XevoQToF spectrometer (Waters Corp.).
3.2.5 Difraccion de rayos X en polvo

Al igual que con los otros tipos de radiacion electromagnética,
la interaccién entre el vector eléctrico de la radiacién X y los
electrones de la materia que atraviesa da lugar a una
dispersion. Cuando los rayos X son dispersados por el entorno
ordenado de un cristal, tienen lugar interferencias (tanto
constructivas como destructivas) entre los rayos dispersados,
ya que las distancias entre los centros de dispersion son del
mismo orden de magnitud que la longitud de onda de
radiacion, dando como resultado un diagrama de interferencias
que se puede utilizar para determinar la distancia entre los
atomos del cristal. Las direcciones de difracciéon de los rayos X
estan determinadas por la ley de Bragg y dependen del aspecto
de la estructura cristalina y el tamano de la celda unidad del
cristal, esto se representa en la Figura 3.3. El conocimiento de
las posiciones atémicas en el interior de un cristal (lo que
denominamos la estructura cristalina), es consecuencia de la
resolucion de lo que se conoce con el nombre de la “funcion de
densidad electrénica”, una magnitud periodica, como el

contenido de los cristales, definida en cada punto del interior
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de estos sélidos y cuyos maximos corresponden a los centros
atémicos.® Las medidas de difraccién de rayos X en polvo
(DRXP) se realizaron en un difractometro Philips X'Pert
equipado con un monocromador de grafito, operando a 40 kV y
45 mA usando la radiacion Ka del Cu filtrada por niquel (A =
0.1542 nm).

rayos X incipientes rayox X reflejados
A
x
P 0
’
m Z
F H

S s =
(SN

Figura 3.3. Ley de Bragg: 2 d sen 6 = n A donde n es un numero
entero.6

3.2.6 Espectrometria infrarroja

Las aplicaciones de la espectrometria en el infrarrojo (IR) se
dividen en tres grandes categorias segin las tres regiones
espectrales. La region mas utilizada es, con mucha diferencia,
la region del infrarrojo medio que se extiende entre
aproximadamente 670 y 4000 cm! (2,5 y 14,9 um). En esta
region para los analisis cualitativos y cuantitativos, se emplean
los espectros de absorcién, reflexiéon y emision. La region del
infrarrojo cercano (4000 y 14000 cm!) y del IR lejano son
menos utilizadas. La primera se usa para la determinacion

cuantitativa de rutina de ciertas especies, como el agua,
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dioxido de carbono, azufre, nitrogeno aminico, hidrocarburos
de bajo peso molecular, etc. La segunda se usa para la
determinaciéon de estructuras de especies inorganicas y
organometalicas.35 Los espectros se registraron en un
espectrometro Nicolet 205xB operando a temperatura ambiente

en el rango 400-4000 cm-! y resolucion espectral de 1 cm-!.
3.2.7 Espectroscopia electronica

La energia electrénica de un sistema quimico puede cambiar
como consecuencia de la absorcion o emisiéon de un foton de
frecuencia adecuada. Las transiciones entre los estados
electronicos de atomos y moléculas dan lugar a los espectros
electronicos. Aunque puede haber transiciones tanto de los
electrones de valencia como de los electrones internos, en la
practica interesan las transiciones de los primeros entre el
estado electrénico fundamental y los estados electrénicos
excitados de mas baja energia, en los que las energias puestas
en juego son del orden de 105 cm'l. En consecuencia, la zona
espectral asociada a estas transiciones es la visible-ultravioleta
(UV-Vis).

A diferencia de los espectros de vibracion y rotacién, los
espectros electronicos son propios tanto de sistemas atémicos
como moleculares, ya que ambos poseen estados electrénicos,
mientras que solo los sistemas moleculares tienen grados de

libertad rotacionales y vibracionales.

La importancia especifica de los espectros electronicos radica
en la informacién que proporcionan, no solo sobre la
estructura electronica de atomos y moléculas, sino también
sobre la geometria y estructura vibracional y rotacional de

moléculas en estados electrénicos excitados, que no puede
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obtenerse por otras técnicas.? El instrumento utilizado para
realizar estas medidas fue un espectrofotometro UV-vis CARY
5.

3.2.8 Espectroscopia de resonancia de espin nuclear o

resonancia magnética nuclear

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) se
basa en la medida de la absorcion de la radiacion
electromagnética en la regién de las radiofrecuencias
aproximadamente de 4 a 900 MHz. En contraste con la
absorcion ultravioleta, visible e infrarroja, en el proceso de
absorcién estan implicados los nucleos de los atomos en lugar
de los electrones exteriores. Es necesario colocar el analito en
un intenso campo magnético, ya que los nucleos en un campo
magnético intenso absorben radiacion electromagnética, como
consecuencia del desdoblamiento de niveles de energia
inducido por el campo magnético. En los cinco primeros anos
que siguieron al descubrimiento de la RMN, los quimicos se
dieron cuenta de que el entorno molecular influia en la
absorcion de la radiacion de radiofrecuencias (RF) por un
nucleo en un campo magnético, y que este efecto se podia

correlacionar con la estructura molecular.

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear es una de
las técnicas mas potentes de las que dispone el quimico y el
bioquimico para la elucidacién de estructuras de las especies
quimicas. La técnica es también util para la determinacion

cuantitativa de las especies absorbentes.

Aunque existen dos tipos generales de espectrometros de RMN,
de onda continua (CW) y de impulsos, o de transformada de

Fourier (FT/RMN), en la actualidad son los segundos los que
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dominan en el mercado. El equipo de RMN utilizado en nuestro
trabajo experimental han sido un espectrometro de alta
resolucion en fase liquida Bruker Avance 300, (300 MHz para
1H y 75 MHz para 13C) el equipo esta equipado con gradientes
de campo magnético en el eje z. Los desplazamientos quimicos
se expresan en ppm () calibrados desde la referencia interna
TMS (MesSi) y el pico residual de protén del disolvente
deuterado utilizado; las constantes de acoplamiento se miden

en hertzios (Hz).3
3.2.9 Dispersion de la luz dinamica y potencial {

La dispersién de luz dinamica (DLS) es una de las técnicas
experimentales mas populares en la caracterizaciéon de
suspensiones coloidales. El DLS proporciona una medida de la
escala de tiempo para las fluctuaciones en el indice de
refraccion de wun fluido complejo, y es prueba de las
fluctuaciones en la escala de longitud de la inversa del vector
de dispersion, g!. En el caso de la intensidad de las
fluctuaciones de las particulas coloidales son
predominantemente causados por el movimiento difusivo de las
particulas. Basado de la correlaciéon entre el coeficiente de
difusién y tamano de particula. El DLS se utiliza como un
método muy conveniente y no destructivo para determinar el
tamano de particulas. La técnica es adecuada para la
caracterizacion de particulas coloidales en un amplio intervalo
de tamanos, desde unos pocos nanometros a varios
micrémetros. Por otra parte, el DLS también nos permite seguir

procesos tales como la agregacion y gelificacion.8

El potencial ¢, se define como la caida de potencial a través de

la parte mévil de la doble capa, que es responsable de los
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fenémenos electrocinéticos. { es positiva si el potencial
aumenta desde el seno de la fase liquida hacia la interfase. En
el calculo del potencial electrocinético a menudo se asume que
el liquido adherido a la pared sélida y el liquido movil estan
separados por un plano estrecho y bien definido.9® Para
determinar estos parametros se us6 un Zetasizer Nano ZS

(Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK).
3.2.10 Microscopia electronica de transmision

En el desarrollo del trabajo experimental aqui redactado se ha
usado la microscopia electréonica convencional (TEM) a 100 kV
y la de alta resolucién (HRTEM) a 200 kV o en el modo de
barrido (STEM), para el estudio del tamano y morfologia de los
materiales. En el trabajo llevado a cabo a 100 kV, donde la
longitud de onda de los electrones es 0.037 A y los factores de
dispersion de los electrones son alrededor de mil veces mayor
que para los rayos X presentan dos importantes ventajas. Los
efectos de difraccion son procedentes de muy pequenas
regiones de un cristal en muy corto periodo de tiempo. Se
pueden tener exposiciones de los electrones de
aproximadamente 104 celdas unidad en unos pocos segundos,
mientras pueden ser necesarias varias horas de dispersion a
partir de 1018 celdas unitarias empleando rayos X. Por otro
lado, la difraccion de electrones y analisis de imagenes es dificil
debido a la dispersion multiple de los electrones en espesores

de unos pocos nanémetros.

En HRTEM toda la region del cristal a ser examinado esta
banado por un haz fijo de electrones que son observados ya sea
en la difraccién de un area seleccionada o reflejado por medio

de un sistema de lentes magnético adecuado. En STEM un haz
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electronico enfocado barre la region de interés por medio de un
tipo de barrido con patréon horizontal de television. El haz de
electrones transmitidos, electrones retrodispersados, o rayos X
emitidos a continuacién, pueden monitorizarse para dar
informacién sobre la composiciéon y estructura de regiones

espaciales tan pequefnias como unos pocos AS3.

La resolucién de punto a punto actualmente disponible es ya
superior a aproximadamente 3 A para 100 kV, 2.5 A para 200
kV y 2 o mejor para equipos del MV.10 En nuestro caso hemos
usado, un microscopio HRTEM JEOL JEM 2100F trabajando a
200 kV, que nos permiti6 hacer analisis composicional
mediante espectroscopia de dispersion de rayos X (EDS)
usando el software INCA Energy TEM 250 de Oxford
Instruments y un detector SDD X-MAX 80. Y un microscopio
TEM para caracterizacion de rutina Philips CM-10 operando a

100 kV.

3.2.11 Microscopia electronica de barrido de emision de

campo

El microscopio electronico de barrido (SEM) es, como su
nombre indica, un microscopio, y como tal se utiliza para
ampliar los detalles de un objeto particular. E1 SEM ha sido
ampliamente, pero no exclusivamente, utilizado para el estudio
de las superficies de materiales so6lidos. Los componentes
basicos de un SEM son los mismos que en los microscopios de
transmisién convencionales. Hay una fuente de electrones y
lentes electromagnéticas utilizadas para condensar y enfocar el
haz de electrones (Figura 3.4). En SEM, sin embargo, este rayo
se desvia por las bobinas electromagnéticas y las exploraciones

a través de la superficie de la muestra se realizan en un
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movimiento de tipo lineal. Este haz actiia como una sonda de
electrones de alta energia incidente o haz de electrones
primario. Mientras que en microscopia 6ptica y en TEM la
informacién obtenida estd directamente relacionada con el
efecto de la muestra sobre la radiacion respectiva, en el SEM la
fuente de informacién se encuentra en las senales producidas
por la interaccion del haz de electrones con el espécimen. Las
sefiales tales como los electrones secundarios, fotones, y los
rayos X, son producidos por un proceso de ionizacién por
impacto. Los atomos de la muestra se ionizan por la energia
transferida de los electrones incidentes de alta energia. Los
electrones expulsados pueden tener energia suficiente para

causar la liberacion de otros electrones desde el

huésped.
1
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Figura 3.4. Diagrama de bloques de un microscopio electrénico de
barrido comun.!!
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Algunos de los electrones de baja energia expulsados o
"secundarios” se encontraran ya sea cerca de la superficie, o
difundiran a través de ella. Estos electrones seran emitidos por
la muestra si su energia cinética es superior a la barrera de
energia superficial que esta en el rango de 2 a 6 eV. Unos
detectores adecuados recogen las diferentes sefiales y producen
corrientes de emision. Estos se utilizan para modular la
luminosidad de una pantalla de tubo de rayos catédicos (CRT),
que se barre en sincronia con el haz primario.!! En la
actualidad, la alta resoluciébn que ofrece la microscopia
electronica de barrido con emisiéon de campo (FESEM) ofrece
imagenes con una resolucion del orden de 2 nm para
estructuras periodicas. En estas se conjuga el uso de una
fuente de alto brillo, un haz con un diametro pequeno y
pequenas aberraciones de un sistema de lentes objetivo in-lens
(Figura 3.5).12.13 En nuestro trabajo hemos contado con un
equipo ZEISS Ultra 55 microscope operando a 2 kV, con una

corriente de haz de 2:10-° A y distancia de trabajo de 2.5 mm.

3.2.12 Espectroscopia de emision atomica con fuente de

plasma de acoplamiento inductivo

En la espectroscopia de plasma de acoplamiento inductivo (ICP)
se emplea una fuente de plasma como fuente de atomizacion y
excitacion de los analitos presentes en la muestra. Un plasma
es una mezcla gaseosa conductora de la electricidad que
contiene una elevada concentracion de cationes y electrones,
manteniendo la carga neta en aproximadamente cero. En el
plasma de argon, empleado frecuentemente en los analisis de
emision, los iones de argon y los electrones son las principales
especies conductoras, a pesar de que los cationes de la

muestra también se encuentran presentes en menor cantidad.
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Figura 3.5. FESEM in-lens. Las caracteristicas importantes de este
instrumento son el acoplamiento del alto brillo de una fuente de
emision de campo a una lente de baja aberraciéon equipada con una
plataforma de inclinacién eucéntrica de alta estabilidad y entrada
lateral. Tal disefio también protege el rayo del campo magnético
disperso desde la fuente hasta la muestra. PMT = tubo
fotomultiplicador, SE = electron secundario, BSE = electron
retrodispersado, TMP = bomba turbo-molecular.
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Una vez formados los iones de argon en un plasma, estos seran
capaces de absorber la suficiente energia de una fuente externa
como para mantener la temperatura a un nivel tal que la
posterior ionizacién sustente el plasma indefinidamente;
alcanzando temperaturas de hasta 10000 K.3 Para nuestras
determinaciones empleamos un equipo ICP-OES Varian 715-
ES.

3.3 Técnicas cromatograficas
3.3.1 Cromatografia en columna

Para la cromatografia en columna (CC), se utilizo gel de silice
de 0,04-0,06 mm de diametro y 230-400 mallas, de la empresa
Sharlau. Las columnas se hicieron en su formato estandar de
elucion o bien a presién (flash cromatography) aplicando la
muestra disuelta en el eluyente (indicado en cada caso). La
preparacion de las columnas se realizo mediante los
procedimientos habituales de compactacion con el eluyente

(indicado en cada caso).
3.3.2 Cromatografia en capa fina

Para la cromatografia en capa fina (CCF) se utilizaron placas
(20x20 cm) de gel de silice tipo 60, con marcador de
fluorescencia a 254 nm, de la empresa Merk. La deteccion de
los productos se realizé por fluorescencia utilizando una

lampara ultravioleta a una longitud de onda de 254 nm.
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3.4 Sintesis de los nanomateriales

3.4.1 Materiales sensibles al pH para la difusién

intracelular de camptotecina
3.4.1.1 Sintesis del nano-MIL-101(Fe)-NH2 (M1-NH2)

Este material se prepar6 usando un procedimiento solvotermal
previamente descrito.!* Una disolucién de 0,181 g (1 mmol) de
acido 2-aminotereftalico y 0,541 g (2 mmol) de FeCls.6H20 en
12,14 mL de DMF 24 h, se calento a 110 °C, en un autoclave.
Después de enfriar a temperatura ambiente, la suspensiéon
resultante se separ6 por filtracion y se lavo tres veces con DMF
(15 mL cada una) y otras tres veces con EtOH (15 mL cada
una). Finalmente, el material se redispers6 en 35 mL de etanol
absoluto y se centrifugé lavando tres veces a 13336 G durante
20 minutos cada lavado, y se secd a vacio, proporcionando
0,242 g de M1-NHj.15

3.4.1.2 Sintesis del nano-MIL-100(Fe)-BTB-NH> (M2-NH2)

Para llevar a cabo la sintesis de este MOF, en primer lugar, se
sintetizo el ligando H3BTB-NH,, siguiendo una receta de tres
pasos de Yaghi y colaboradores.1® En el primer paso, el 1,3,5-
tribromobenceno (1,021 g, 3,24 mmol) y el
Bis(pinacolato)diboro (2,55 g, 9,57 mmol) se disolvieron en 10
mL de DMF anhidra previamente purgada con Ar. Después se
anadieron rapidamente al matraz acetato de potasio y
Pd(dppf)Clz y la mezcla se calenté a 90 °C durante 24 h.
Después de enfriar hasta temperatura ambiente, se agit6 con
agua mQ (120 mlL) y el precipitado negro se recogidé por
filtracion, lavando con agua tres veces y finalmente se secé a

vacio durante 12 h (rendimiento: 1,496 g, 3,22 mmol, 99 %).
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En una segunda etapa, se disolvieron 1,013 g (2,18 mmoles)
del sélido negro obtenido y 1,742 g (7,59 mmol) de 4-bromo-2-
aminobenzoato de metilo en 62 mL de 1,4-dioxano/H20 (1:1,
v/v) previamente desoxigenada con Ar. Luego, se afadieron
fluoruro de cesio (3,088 g, 20,20 mmol) y Pd(dppf)Cl. (0,123 g,
0,17 mmol) y se calenté hasta 90 °C con vigorosa agitacion
magnética durante 24 horas. Después de enfriar a temperatura
ambiente, la suspension resultante se agitéo con 190 mL de una
disolucién de cloruro amoénico al 20 %, y la mezcla se extrajo
tres veces con 65 mL de AcOEt. La fase organica se sec6 con
una disoluciéon saturada de cloruro soédico y sulfato sodico
anhidro. Finalmente, el producto se purificé por cromatografia
en columna bajo presion usando DCM/AcOEt (15:1, v/v) como
fase eluyente. Se obtuvo 0,448 g (0,85 mmoles, 39 %) del
producto aislado MeO-BTB-NH,. 'H RMN (300 MHz, DMSO-ds,
6): 7,85 (s, 3H, Ar H), 7,83 (d, J = 8,8 Hz, H, Ar H), 7,24 (s, 3H,
Ar H) 7,00 (d, J = 8,4 Hz, 3H, Ar H), 6,73 (s, 6H, NH,), 3,82 (s,
9H, COOMe). 13C NMR (75 MHz, DMSO-ds, 6): 167,59 (C=0),
151,59 (C), 144,83 (C), 140,83 (C), 135,35 (CH), 114,57 (CH),
113,76 (CH), 108,25 (C), 51.42 (Me). Vease espectros de RMN
en el ANEXO I, Figura I.1.

Finalmente, se consigui6 la desprotecciéon de los ésteres
metilicos disolviendo (0,448 g, 0,85 mmol) del MeO-BTB-NH,
en 27 mL de tetrahidrofurano seguido de la adiciéon de 27 mL
de una disoluciéon acuosa 0,5 M de NaOH. La suspension se
agité vigorosamente a 50 °C durante 48 h. El THF se elimin6
por evaporacion y la fase acuosa se acidificé a pH inferior a 4
con acido clorhidrico concentrado. El producto precipitado se
filtro y se lavé tres veces con agua mQ y se secé por liofilizacion
(-55 °C, 16 h). Se obtuvo 0,375 g (0,78 mmol, 91 %) de HsBTB-
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NH,. 'H RMN (300 MHz, DMSO-ds, 6): 8,62 (br s, 3H, COOH),
7,83 (s, 3H, Ar H), 7,82 (d, J = 8,0 Hz, H, Ar H), 7,20 (s, 3H, Ar
H) 6,97 (d, J = 8,4 Hz, 3H, Ar H). 13C NMR (75 MHz, DMSO-ds,
6): 169,32 (C=0), 151,76 (C-NHz), 144,64 (C), 140,95 (C),
131,97 (CH), 124,61 (CH), 114,38 (CH), 113,57 (CH), 109,13
(C). Vease espectros de RMN en el ANEXO I, Figura I.2.

Una vez obtenido este ligando, se utilizé para la sintesis de M2-
NH,. Para ello, utilizamos una estrategia de envejecimiento del
Fe3* con agua y acido acéticol”.!® para obtener pequefios
cristales, con area superficial baja, pero un gran numero de
grupos amino funcionalizables y diametro de poro muy grande.
Para ello se disolvi6 FeCl;-6H.O (0,161 g, 0,60 mmol) en 15,2
mL de DMF y luego se afiadieron 122 pL de agua mQ y 498 pL
de AcOEt. La disolucion se dejo envejecer durante dos dias a
temperatura ambiente antes de la adicion de 0,191 g (0,40
mmol) del ligando BTB-NH, disuelto en 5 mL de DMF. La
mezcla resultante se introdujo en un autoclave y se calent6 a
120 °C durante 24 horas. El sélido obtenido se recogié por
filtracion y se lavo tres veces con DMF, tres veces mas con
etanol absoluto, se redispers6 en etanol y se lavé por
centrifugacion 3 veces a 27216 G durante 10 minutos cada
uno. Finalmente, el so6lido se secé a vacio, proporcionando

0,184 g.15

3.4.1.3 Sintesis de profarmacos de camptotecina para su

anclaje covalente

Este paso fue necesario para lograr un punto de anclaje
eficiente entre la camptotecina y los grupos amino disponibles

en la estructura de los materiales portadores.
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3.4.1.3.1 Sintesis de 20-OH-hemisucinato de camptotecina

El producto 20-OH-hemisucinato de camptotecina (CPT-suc) se
sintetiz6 usando una receta conocida.!® Se disolvieron 1,002 g
(5,75 mmol) de acido 4-(terc-butoxi)-4-oxobutanoico y 0,473 g
(3,89 mmol) de DMAP en 200 mL de DCM seco, luego se
agregaron 1,1 mL (7,10 mmol) de DIC y 1,022 g (2,93 mmol) de
CPT y se dejé con agitacion constante durante toda la noche.
Luego, se agregaron 80 mL de DCM a la suspensién resultante,
se lavo con HCI 0,1 N, se secé sobre Na,SO4 anhidro, se filtro y
se llevé a sequedad en un rotavapor. El sélido precipitado se
purificé por recristalizacion en MeOH. Una vez seco, el sélido
se disolvié en 30 mL de DCM y se traté con 20 mL de TFA con
agitacion magnética durante 1 hora a temperatura ambiente.
Después del tiempo de reaccion, el producto se evaporé hasta
sequedad en un rotavapor. El residuo obtenido se purifico por
recristalizacion en MeOH a 4 °C. Finalmente, el solido obtenido
se filtro, se lavé con MeOH frio y se secd a vacio, produciendo
0,966 g (2,16 mmol, 74 %). 'H RMN (300 MHz, DMSO-ds, §):
12,26 (br. s, 1H, COOH), 8,69 (s, 1H C-7H), 8,16 (m, 1H, Ar H)
7,87 (t,, J=7,5, 1H, Ar H) 7,72 (t, J= 7,4 Hz, 1H, Ar H), 7,13
(s, 1H, C-14H), 5,48 (s, 2H, CH20), 5,30 (s, 2H, CH2N), 2,76 (m,
2H, CH.COOH), 2,15 (q, J1 = 7,5 Hz, J» = 14,8 Hz CH,CHj),
0,91 (t, J = 7,6 Hz, 3H, Me). 13C NMR (75 MHz, DMSO-ds, 9):
172,92 (C=0), 171,23 (C=0), 167,12 (C=0), 156,50 (C), 152,36
(C), 147,87 (C), 145,89 (C), 145,22 (C), 131,51 (CH), 130,35
(CH), 129,75 (CH), 128,97 (CH), 128,49 (CH), 127,94 (CH),
127,67 (CH), 118,88 (C), 95,08 (CH), 75,82 (C), 66,26 (CHy),
50,16 (CHg), 30,36 (CH2), 28,57 (CHy), 28,41 (CHy), 7,48
(CH3).15 Vease espectros de RMN en el ANEXO I, Figura 1.3.
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3.4.1.3.2 Sintesis del 5-hexinoato de camptotecina

Para la sintesis del 5-hexinoato de camptotecina (CPT-5HA),
hemos optimizado la ruta sintética publicada por Feng y
colaboradores.2? Se disolvié CPT (1,000 g, 2,79 mmol), acido 5-
hexinoico (652,8 pL, 5,70 mmol) y DMAP (0,043 g, 0,35 mmol)
en 51 mL de DCM, luego se anadié DIC (836 pL, 5,34 mmol) a
la disolucién y se mantuvo con agitacibn magnética durante
una noche. El sélido se precipité con éter etilico, se filtré y se
recristalizo6 en MeOH:DCM (95:5) dando 1,009 g (2,28 mmol, 82
%) de CPT-5HA. 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds, 6): 8,70 (s, 1H
C-7H), 8,16 (t, J = 9,7 Hz, 2H, Ar H) 7,87 (t, J= 7,9 Hz, 1H, Ar
H) 7,72 (t, J= 7,6 Hz, 1H, Ar H), 7,06 (s, 1H, C-14H), 5,50 (s,
2H, C-17 CHy), 5,30 (s, 2H, CH2N), 2,84 (t, 1H, CH2C=CH), 2,64
(t, J = 7,4 Hz, 2H CH,C=CH), 2,24 (m, 2H, COCH,), 2,16 (dd,
Ji=7,5 Hz, J= 15,1 Hz, 2H, C-19, CHy 1,74 (m, 2H,
CH2CH.C=CH) 0,93 (t, J = 7,0, 3H, Me). 13C NMR (75 MHz,
DMSO-ds, 6): 171,56 (C=0), 167,22 (C=0), 156,53 (C=0),
152,31 (C), 147,85 (C), 146,01 (C), 131,56 (CH), 130,39 (CH),
129,81 (C), 128,92 (CH), 128,51 (CH), 127,98 (C), 127,69 (CH),
118,78 (C), 94,64 (CH), 83,46 (C), 75,80 (C), 71,84 (CH), 66,25
(CHy), 50,22 (CHz), 31,99 (CHy), 30,19 (CH2), 23,36 (CHy),
16,87 (CH»), 7,53 (CHj3).1> Vease espectros de RMN en el
ANEXO I, Figura I.4.

3.4.1.4 Preparacion del nano-MIL-101(Fe)-NH-Suc-CPT (M1-
S-CPT)

Se secaron 0,242 g de M1-NH; a 100 °C bajo vacio (8 torr)
durante 24 h en un matraz de fondo redondo de 50 mL de 2
bocas. En otro matraz de fondo redondo de 2 bocas de 50 mL

se anadieron 0,042 g (0,093 mmol) de CPT-Suc, 0,023 g (0,12
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mmol) de EDC, 0,025 g (0,18 mmol) de HOBT y 10 mL de DCM
seco la mezcla se mantuvo con agitacion constante bajo
atmoésfera de N, y a 0 °C durante 30 minutos. Una vez
transcurrido este tiempo, la mezcla se anadié sobre el MIL-
101(Fe)-NH2 seco. A continuaciéon, se afiadieron 16.52 pL
(0.095 mmol) de DIPEA, a la mezcla y se agité durante 16
horas a temperatura ambiente bajo atmoésfera de No.
Finalmente, el so6lido se recogié por filtracion, se lavo con DCM
3 veces y con MeOH 3 veces, luego, el sélido se redispersé en
MeOH y se lavo 5 veces a 13336 G durante 20 minutos cada
lavado. Finalmente se sec6 a vacio durante una noche. Se

gener6 0,249 g de M1-S-CPT.15

3.4.1.5 Preparacion del nano-MIL-100(Fe)-BTB-NH-Suc-CPT
(M2-S-CPT)

Se sigui6 el mismo procedimiento que para la funcionalizacién
del M1-NH,, pero en este caso, las cantidades usadas fueron
M2-NH, (0,050 g), CPT-Suc (0,012 g, 0.026 mmol), EDC (0,005
g, 0,026 mmol), HOBT (0,005 g, 0,037 mmol) y DIPEA (3,16 pL,
0,018 mmol). Produciendo 0,044 g de M2-S-CPT.15

3.4.1.6 Preparacion del nano-MIL-101(Fe)-Click-CPT (M1-C-
CPT)

Para llevar a cabo la sintesis de este material, hemos adaptado
procedimientos sintéticos de transformacion de grupos amino
en azidas y su posterior ciclaciéon [3 + 2] con un alquino a
nuestros materiales.?1.22 En un matraz de fondo redondo de 50
mL y 2 bocas se colocaron 0,050 g de M1-NH; seco, 3,0 mL de
THF anhidro, 0,187 mL (1,309 mmol) de tBuONO y finalmente
se anadieron 0,168 mL (1,122 mmol) de TMSN3 siguiendo este

orden. Esta mezcla se dejé reaccionar durante la noche a
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temperatura ambiente bajo atmoésfera de Ar para producir el
derivado intermedio azida MIL-101(Fe)-N3. El compuesto se
separé por filtracion y se lavo 3 veces con 8 mL de THF, 3 veces
con 8 mL de DCM y otras 3 veces con 8 mL de tolueno. El
solido todavia humedo se transfiri6 a un matraz de fondo
redondo de 50 mL y 2 bocas bajo atmésfera de Ar y se
suspendi6 en 1 mL de DMF seca y desgasificada. La
suspension se traté luego con 0,5 mL de una disolucién de
CPT-5HA (0,2244 mmol, 0,099 g) y se mantuvo con agitacion a
temperatura ambiente durante 5 h. Se anadié Cul(CH3CN)4PFs
(0,224 mmol, 0,041 g) a la mezcla disuelta en 0,3 mL de DMF
seca y desgasificada. Finalmente, la mezcla de reacciéon se
calent6 a 85 °C durante 14 h con agitacibn magnética
constante. Una vez enfriado, el solido se recuperé por filtracién
y se lavé 3 veces con DMF, 3 veces con DCM y finalmente 3
veces con MeOH. Luego, el sélido se redispersé en MeOH y se
lavé 5 veces a 13336 G durante 20 minutos cada lavado, y
finalmente se secé a vacio durante una noche, produciendo

0,088 g de M1-C-CPT.15

3.4.1.7 Preparacion del nano-MIL-100(Fe)-Click-CPT (M2-C-
CPT)

Se sigui6 el mismo procedimiento que para la funcionalizacion
del M1-NH,, pero en este caso, las cantidades usadas fueron
M2-NH, (0,085 g), THF 5,4 mL, t-BuONO (0,457 mL, 3,20
mmol), TMSN3 (0,335 mL, 2.24 mmol), CPT-5HA (0,231 g, 0,52
mmol), DMF (2,6 mL), Cul(CH3CN)4+PF¢ (0,098 g, 0,53 mmol)
disueltos en 0,51 mL de DMF seca y desgasificada. Se
obtuvieron 0,086 g de M2-C-CPT.15
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3.4.1.8 Sintesis del MIL-101(Fe) (M1) y MIL-100(Fe) (M2)

Con el fin de comparar los materiales decorados con grupos
amino en su superficie con aquellos materiales no
funcionalizables, se prepar6 MIL-101(Fe) a través de una
sintesis solvotermal con 0,273 g (1,00 mmol) de FeCls-6H20,
0,250 g (1,50 mmol) de acido tereftalico, 15 mL de DMF y 20
mL (0,08 mmol) de una disolucion de HF 4 M. La mezcla se
calenté a 100 °C en condiciones estaticas durante 16 horas.
Después de enfriar a temperatura ambiente, la suspensiéon
resultante se separ6 por filtracion y se lavo tres veces con DMF
(15 mL cada vez) y otras tres veces con EtOH (25 mL cada vez).
Finalmente, el material se redispers6 en 35 mL de etanol
absoluto y se lavé por centrifugacion tres veces a 13336 G
durante 20 minutos cada lavado, se sec6 a vacio, produciendo
0,133 gde M1.

El MIL-100(Fe)-BTB se sintetizo siguiendo el procedimiento
descrito por Horcajada y colaboradores.!” Los datos de
caracterizacion obtenidos se utilizaron para realizar el proceso
de obtencion de nanocristales mas dispersos utilizando el
método de envejecimiento de la sal metalica. De esta forma, los
procedimientos de sintesis de M2 y M2-NH, fueron analogos.
En este caso, utilizamos las siguientes cantidades: 0,158 g
(0,58 mmol) de FeCl3-6H,0, 15 mL de DMF, 120 pL de agua de
mQ, 490 pL de AcOH y 0,176 g (0,40 mmol) de BTB disueltos
en 5 mL de DMF. Se obtuvieron 0,150 g de M2.15

3.4.1.9 Preparacion del nano-MIL-101(Fe) + CPT (M1-A-CPT)

Con el fin de lograr una adsorcion eficiente de CPT por parte
del material, se mezclaron 0,100 g de M1-NH. y 0,201 g (0,58

mmol) de CPT en un matraz de fondo redondo de 50 mL de 2
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bocas. Sobre esta mezcla se afadieron 3 mL de DMF seca y
desgasificada y la mezcla se agitéo a 85 °C bajo una atmoésfera
de Ar durante una noche. Una vez enfriado a temperatura
ambiente, el s6lido se recuperé por filtracion y se lavo 3 veces
con DMF, 3 veces con DCM y finalmente 3 veces con MeOH.
Luego, el sélido se redispers6 en MeOH y se lavo 5 veces a
13336 G durante 20 minutos cada lavado, y finalmente se sec6

a vacio durante la noche. Se obtuvo 0,099 g de M1-A-CPT.15

3.4.1.10 Preparacion del nano-MIL-100(Fe)-BTB-NH2 + CPT
(M2-A-CPT)

Se sigui6 el mismo procedimiento que para la adsorcién de CPT
en el interior del M1-NH,, pero en este caso, las cantidades
utilizadas fueron M2-NH, (0,079 g), CPT (0,217 g, 0,62 mmol),
DMF seca y desgasificada (3 mL). Produjo 0,077 g de M2-A-
CPT.15

3.4.1.11 Preparacion del nano-MIL-101(Fe)-NH-CO-RhB
(M1-RhB)

Para tener Rodamina B unida covalentemente a las superficies
de los nanomateriales para posteriores estudios de
internalizacion celular, se secaron 0,155 g de M1-NH> a 100 °C
bajo vacio (8 torr) durante 24 h en un matraz de fondo redondo
de 50 mL y 2 bocas. Se anadieron 0,0024 g (0,005 mmol) de
RhB, 0,0012 g (0,006 mmol) de EDC, 0,0013 g (0,009 mmol) de
HOBT y 10 mL de DCM seco a otro matraz de fondo redondo de
50 mL y 2 bocas y la mezcla se mantuvo con agitacion
constante bajo una atmoésfera de N, y a O °C durante 30
minutos. Después de este tiempo, la mezcla se aladié sobre el
MIL-101(Fe)-NH, seco y luego se anadieron 0,8 pL (0,005

mmol) de DIPEA, la mezcla que se mantuvo con agitaciéon
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magnética durante 16 horas a temperatura ambiente en
atmoésfera de N,. Finalmente, el s6lido se recogi6 por filtracién,
se lavé con DCM 3 veces y con MeOH 3 veces, luego, el sélido
se redispers6é en MeOH y se lavé 5 veces a 13336 G durante 20
minutos, cada lavado, finalmente se secé a vacio durante la

noche. Produjo 0,147 g de M1-RhB.15

3.4.1.12 Preparacion del nano-MIL-100(Fe)-BTB-NH-CO-RhB
(M2-RhB)

Se sigui6 el mismo procedimiento que para la funcionalizacién
del M1-NH,, pero en este caso, las cantidades usadas fueron
M2-NH, (0,058 g), RhB (0,0009 g, 0,002 mmol), EDC (0,0005 g,
0,001 mmol), HOBT (0,0006 g, 0,004 mmol) y DIPEA (0,3 pL,
0,005 mmol). Dando 0,039 g de M2-RhB.15

3.4.2 Materiales agentes de contraste en resonancia

magnética de imagen

3.4.2.1 Sintesis del Gd(H20)4[Fe(CN)s] (GdFe) de cristal

grande

Para obtener este material, primero fue necesario preparar
(EtsN)3[Fe(CN)e] siguiendo un procedimiento publicado por
Maschrack.23 Para ello, en un baléon de 500 mL se disolvieron
3,3 g (10 mmol) de K3[Fe(CN)s] y 6,3 g (30 mmol) de Et4sNBr en
200 mL de metanol bajo atmosfera de nitréogeno y se agito
durante 3 dias a 30 °C. La mezcla se filtré y el filtrado se
concentré6 a vacio hasta aproximadamente 10 mL. La
disoluciéon resultante se agité con 100 mL de éter etilico y el
precipitado amarillo se colecté por filtracién. Este solido se
disolvié en 150 mL de acetonitrilo a reflujo luego se dejé enfriar

la disolucién obteniendo (EtsN)s[Fe(CN)e¢] puro. Para preparar el
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analogo del azul de Prusia, se disolvieron 11,75 g (225 mmol)
de acido acético y 0,86 g (2,5 mmol) de Gd(NOs3)3:6H20 en 50
mL de EtOH:H2O (2,5:1 v/v). Sobre esta disolucion se anadio
otra disolucién de 1,5 g (2,5 mmol) de (EtsN)3[Fe(CN)e] en 15
mL de metanol, esta mezcla se mantuvo a 25 °C sin agitaciéon
durante 24 h. El precipitado se filtro, se lavé con etanol y se

sec6 a vacio obteniendo 118 mg de sélido naranja.24

3.4.2.2 Sintesis del Gd(H20)4[Fe(CN)s] (GdFe) de cristal

pequeiio

Para obtener este material, primero fue necesario preparar
(Et4N)3[Fe(CN)s] siguiendo un procedimiento publicado por
Maschrack.15 Para ello, en un baléon de 500 mL se disolvieron
3,3 g (10 mmol) de K3[Fe(CN)g] v 6,3 g (30 mmol) de Et4NBr en
200 mL de metanol bajo atmosfera de nitréogeno y se agit6
durante 3 dias a 30 °C. La mezcla se filtré y el filtrado se
concentr6 a vacio hasta aproximadamente 10 mL. La
disolucién resultante se agité con 100 mL de éter etilico y el
precipitado amarillo se colectdé por filtracion. Este solido se
disolvié en 150 mL de acetonitrilo a reflujo luego se dejé enfriar
la disolucion obteniendo (EtsN)3[Fe(CN)e] puro. Para preparar el
analogo del azul de Prusia, se disolvié 0,86 g (2,5 mmol) de
Gd(NOs3)3:6H20 en 50 mL de EtOH:H-O (2,5:1 v/v). Sobre esta
disolucién se anadié otra disoluciéon de 1,5 g (2,5 mmol) de
(Et4N)3[Fe(CN)s] en 15 mL de metanol, esta mezcla se mantuvo
a 25°C sin agitaciéon durante 24 h. El precipitado se filtro, se
lavé con etanol y se seco a vacio obteniendo 118 mg de solido

naranja.2>
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3.4.2.3 Sintesis del nanocomposite Gd-Si 6xido/hidréxido
(GdSi)

Para la preparaciébn de nanoparticulas densas de
Gd(OH)3'SiO2'xH20 se suspendieron 550 mg (1,25 mmol) del
Gd(H20)4[Fe(CN)¢] previamente preparado, eligiendo el sélido
segln el tamano y forma requerido, en 278 mL de EtOH:H,O
(2,5:1 v/v) con vigorosa agitacion. Entonces, se anadieron 697
uL (4,50 mmol) de 3-cianopropiltriclorosilano y se dejé en
agitacién durante 30 minutos. A continuacion, se afadieron
3,5 mL de amoniaco y 11 mL de una disolucién recién
preparada de silicato sodico (0,54 % en SiO»2, 2,69 mmol). Tras
48 h de reaccion los iones silicato no reaccionantes se
eliminaron mediante centrifugacion (2 h, 484 g), el soélido
blanco obtenido se lavo repetidamente con agua mQ (30 min,
1935 g) y a continuacion se liofilizé para eliminar el agua (-55

°C, 16 h).2425

3.4.2.4 Sintesis del nanocomposite Gd-Si 6xido/hidréxido

pegilado (GdSirea)

Con el fin de poder aplicar estos materiales en administracion
in vivo es necesario recubrirlos con un polietilenglicol,
preferiblemente de cadena corta y a través de enlace covalente.
El proceso se denomina PEGilacion, y para ello empleamos un
procedimiento desarrollado por nuestro grupo.?6 Se tomaron
375 mg del Gd(OH)s'SiOxH20 previamente preparado y se
secaron a 80 °C y vacio (8 torr) durante 24 h. A continuacion,
se anadieron 7,4 mL de tolueno anhidro y la mezcla se calent6
a reflujo. Entonces se afiadieron 728 pL (3,13 mmol) de 3-
aminopropiltrietoxisilano y la mezcla se agité durante 3 h, tras

las cuales, el producto obtenido se filtré, se lavo con tolueno y
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metanol y se liofiliz6 (-55 °C, 16 h). Luego, 156 mg de este
material se suspendi6 en 15,6 mL de diclorometano anhidro
bajo atmésfera de nitrégeno. Se inyectaron 195 uL de
diisopropilamina y 234 mg del éster succinico del acido
2,5,8,11-tetraoxatetradecan-14-oico (PEG3). La reaccion se dejo
progresar durante toda la noche, luego se eliminé el disolvente
en el rotavapor y el material se suspendié en 100 mL de etanol
con agitacién. La suspension se filtro, y se lavé con etanol (300

mL) y finalmente el material se liofiliz6 (-55 °C, 16 h).25

3.4.2.5 Sintesis de nanoparticulas mesoporosas de 6xido de

silicio y gadolinio (mGdSi)

Se desarroll6 una estructura mesoporosa en los materiales
GdSi de 300 nm gracias a la incorporaciéon de un surfactante
cationico, el bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) en la
matriz del nanocomposite, lo cual mejora sus propiedades
texturales. Las nuevas particulas mesoporosas de Gd203'SiOq
se prepararon empleando el Gd(OH)s'SiO2xH20 como tunica
fuente de silice en el siguiente gel composicional 1 SiO,/0,30
CTAB/0,15 NaOH/622 H>0/54 EtOH, el cual se mezclo a
temperatura ambiente agitando la mezcla durante 15 minutos
y se transfirié a un autoclave y se calenté a 100 °C en estatico
durante 4-48 h, el material se colecté por centrifugacion (30
min, 1935 g) y se lavé repetidamente con agua mQ (30 min,
1935 g) y se liofilizo6 (-55 °C, 16 h). Finalmente, se eliminé el
surfactante con un calentamiento en corriente de aire a S00 °C
durante 6 h. Las muestras se llamaron mGdSi-n, donde n

corresponde al tiempo del tratamiento hidrotermal (4-48 h).24
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3.4.2.6 Sintesis del Gd(H20)4[Fe(CN)s]@SiO2 (GdFeSi)

Las muestras de GdFe recubiertas con silice se prepararon
anadiendo cianopropiltrimetoxisilano (CPTMS) (417 uL, 2,19
mmol) a una suspension de GdFe (441 mg GF -1 mmol- en 221
mL de mezcla EtOH:H,O, 2,5:1 v/v) con vigorosa agitacion
magnética para hacer vitreofilica la superficie del GdFe.
Después de 30 minutos, se anadieron lentamente 1,1 mL de
TMOS (7,29 mmol) y 44 pL (0,31 mmol) de TEA para ajustar el
pH a 7. La dispersién resultante se dejo con agitacién durante
24 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se llevo a cabo
una segunda adicion igual de TMOS y la mezcla se agité
durante otras 24 h. Finalmente, los iones silicato que no
reaccionaron se eliminaron completamente mediante
centrifugacion (484 g, 2 h), y el sdlido naranja obtenido se lavo
cinco veces con una mezcla EtOH: H,O (2,5:1 v/v) 55 °C, 16
h).27

3.4.2.7 Sintesis Gd(H20)4[Fe(CN)s]@SiO2@PEG3 (GdFeSirea)

La PEGilacion sobre el material GdFeSi se realizo, al igual que
en el caso del GdSipgg utilizando un método previamente
descrito por nuestro grupo.2¢ Se secaron 331 mg de GdFeSi a
80 °C y se sometieron a vacio (8 torr) durante 24 h. A
continuacion, se anadieron 13,30 mL de tolueno anhidro y la
mezcla se calent6 a reflujo. Se anadieron 646 pL (2,78 mmol)
de 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) y la mezcla se agito
durante 3 h. El producto obtenido se separé por filtracion, se
lavé con tolueno y metanol y se liofilizé (-55 °C, 16 h). A
continuacion, se suspendieron 285 mg del material silanizado
en 28,5 mL de diclorometano anhidro y se le anadieron 356 pL

de diisopropil amina bajo atmoésfera de nitréogeno. Después, se
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anadieron 221 mg de PEGs y la mezcla se agité durante una
noche a temperatura ambiente. El disolvente se eliminé a
presion reducida en un rotavapor y las nanoparticulas se
suspendieron en 100 mL de etanol con agitacién. Esta
suspension se separ6 por filtracion y se lavé con etanol (300

mlL). Finalmente, el material se liofiliz6 (-55 °C, 16 h).27
3.5 Ensayo de estabilidad

Se ensayo la estabilidad de todos los materiales en disolucion
salina de fosfato (PBS, 1x), glucosa en agua (5,5 %, m %),
medio de cultivo DMEM o agua. Para ello 5 mg del
correspondiente material se dispersaron en 1 mL de estas
disoluciones a 1500 rpm y 37 °C en un Termomixer® durante
24 h. Luego las muestras se centrifugaron (16100 g, 15 min) y
se analiz6 la concentracién de cationes metalicos en el

sobrenadante mediante ICP.
3.6 Estudios in vitro

Los estudios en cultivos celulares se llevaron a cabo en las
instalaciones del Instituto de Bioingenieria de la Universidad
Miguel Hernandez de Elche (IB-UMH) y del Centro de
Investigacion Principe Felipe de Valencia (CIPF). Los ensayos

realizados se describen a continuacion.
3.6.1 Biocompatibilidad celular

Se cultivaron diferentes lineas celulares en placas de 96
pocillos mostrando diferentes densidades de siembra en un
volumen de medio final de 200 upL/pocillo: 10000 células
HeLa/mL; fibroblastos 3T3 y neuroblastoma SH-SY5Y 100000

células/mL. Las células HeLa se cultivaron en medio de cultivo
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MEM (Earle’s), la linea celular 3T3 en DMEM vy la linea celular
SH-SYSY se cultivé en un medio DMEM y Ham (F12) Mezcla
Nut (1:1). Los medios celulares se complementaron con 10% de
FBS y Penicilina-Streptomicina 1 % (v/v). Las placas se
cultivaron durante 24 h a 37 °C y con una atmésfera del 5 %
de COa,. Después de 24 h las células se trataron con el material
en cuestibn en un intervalo de concentracién de
aproximadamente 0,25 a 100 ug/mL en medio RPMI. Las
células con nanoparticulas se incubaron a 37 °C durante 24 h
y 5 % de CO,. Todas las concentraciones se ensayaron por

triplicado, asi como los controles negativos, sin nanoparticulas.

La viabilidad celular se midié utilizando el ensayo del Bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Para ello,
se anadieron 200 pL/pocillo de MTT/PBS (1 mg/mL) y las
placas se incubaron a 37 °C durante 3 h. Los cristales de
formazan formados tras la reduccion mitocondrial se
disolvieron con 100 pL de DMSO y luego se midio la
absorbancia a 595 nm con un lector de microplacas 1681130
iMark™. Los valores de absorbancia se normalizaron con
respecto al control y se expresaron en porcentaje usando la

siguiente ecuacion:

Densidad 6ptica células tratadas
Densidad optica células control

Viabilidad celular relativa =

Los datos de supervivencia por calculo de la ICso
(concentracion inhibitoria maxima para reducir la poblaciéon
celular al 50 %) se evaluaron mediante ajuste de la curva
sigmoidea no lineal (pendiente variable) de respuesta a la dosis

usando el software Prism 6.0 (GraphPad, San Diego, CA).
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3.6.2 Microscopia confocal de barrido laser

El microscopio confocal proporciona una resolucién espacial
particularmente buena. Se usan principalmente en medidas de
Raman y fluorescencia. La idea basica de un microscopio
confocal de barrido laser (LCSM) es que todas las estructuras
que estan desenfocadas se suprimen en el detector. Esto se
logra mediante la iluminacién puntual y una ranura (pinhole)
en frente del detector. La disposicion éptica de un microscopio
confocal se diferencia de un microscopio convencional en que el
objeto completo no se ilumina al mismo tiempo. La imagen sera
reconstruida por movimiento gradual de la muestra. Escanear
tanto en el plano como a lo largo del eje 6ptico permite realizar
investigaciones tridimensionales. El desenfoque no produce
borrosidad, pero corta una parte de la imagen de muestra a
medida que uno se aleja del plano focal, de modo que estas
partes se oscurecen o incluso desaparecen. Esta caracteristica
también se conoce como seccion optica. La profundidad del
foco esta determinada por la apertura numeérica del objetivo, el

diametro de la ranura y la longitud de onda.

La alta transparencia de los tejidos biologicos en la region del
IR cercano y la baja energia de los fotones permiten que se
utilicen intensidades altas sin riesgo de dafno de las muestras.
Ademas, con el uso de opticas de gran enfoque, como las
utilizadas en microscopia confocal, se pueden muestrear
volimenes muy pequenos en tejidos biolégicos con
fluorescencia de excitacion multifoténica, logrando una
resolucion 3D sin precedentes. Por lo tanto, las muestras
microscopicas pueden escanearse con barrido, manteniendo el
punto focal dentro de un plano perpendicular al rayo laser

(direccion xy) y recogiendo fluorescencia y fotones de fondo de
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una region espacial estrechamente confinada en funcién de las
posiciones x e y. Ademas, la muestra se puede ajustar en pasos
micromeétricos en la direccion z en diferentes planos dentro de
la muestra, lo que permite emplear la miscroscopia confocal

para controlar puntos seleccionados dentro de una célula.28

La entrada de los NanoMOF en células HelLa se estudié
mediante experimentos de colocalizaciébn en un microscopio
confocal (Leica TCS-SP2-AOBS). Se sembraron 37500
células/pocillo (sistemas de vidrio borosilicato de cubreobjetos
Lab-tek® de 2 camaras #1.0) y se estabilizaron durante 24 h en
medio DMEM + F12 suplementado con 10 % de suero fetal
bovino (SBF) y 1 % de antibiético (estreptomicina/penicilina) a
37 °C en un ambiente de 95 % de aire y 5 % de CO,. Luego, se
cambid el medio de cultivo y las células con medio nuevo se
trataron con M1-RhB y M2-RhB, con dosis finales de 5y 10 pg
mL-1 de ambos materiales, durante 24 h. Después de la
incubacién, las células se lavaron repetidamente con PBS para
eliminar por completo las nanoparticulas no internalizadas.
Antes de la adquisicion de imagenes las células se incubaron a
37 °C durante 1 hora con Lysotracker Green 10 pM
(Invitrogen), se fijaron con paraformaldehido al 4 % y se

incubaron con DAPI durante 5 minutos.
3.6.3 Citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica de analisis celular
multiparamétrico basada en hacer pasar una suspension
células alineadas de una en una a través de un laser
focalizado. Las senales obtenidas corresponden a diferentes
parametros de la célula que son recogidos por distintos

detectores.
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Las células pueden estar vivas o fijadas, pero obligatoriamente
en suspension celular y en forma de célula tnica. Se obliga a
pasar a las células a través de un canal muy fino llamado
fluidica, de manera alineada una a una frente a un haz laser
con un flujo continuo. Cada célula, a la vez que dispersa la luz,
emite luz fluorescente como consecuencia de la excitacion laser
a la que es sometida. Los parametros que tipicamente se miden

de forma simultanea por cada célula son:

1. Dispersion frontal de la luz a 2° (forward scatter), valor

proporcional al tamarfio celular.

2. Dispersion de la luz ortogonal (side scatter), proporcional a
la cantidad de estructuras granulares o complejidad de la

célula.

3. Intensidades de fluorescencia a diferentes longitudes de

onda.29-31

Las determinaciones cuantitativas de internalizacién celular se
llevaron a cabo mediante citometria de flujo. Para este
propésito, se sembraron células HeLa en placas de 12 pocillos
a una densidad de 75000 células/pocillo y se les permitio
adherirse durante 24 h. Luego, los diferentes nanomateriales
se agregaron a los pocillos (por triplicado) a una concentracién
final de 1, 5, 25y 50 pg mL-! y se mantuvieron asi durante 24
horas. Después de lavar repetidamente con PBS, las células
adheridas se tripsinizaron, se recogieron cuidadosamente y se
trataron con 2 pL de DRAQ 5™. Los analisis de citometria de
flujo se realizaron en un citémetro de flujo FC500 MPL
(Beckman-Coulter). Los datos se analizaron y trazaron para la
rodamina B y DRAQ 5™ en una grafica de puntos bidireccional

(regién recuadrada). Previamente, la calibracién se llevo a cabo
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para dos regiones cerradas diferentes: células sin
nanoparticulas con DRAQ 5™, células con DRAQ 5™ vy

nanoparticulas.
3.7 Estudios de resonancia magnética para imagen

3.7.1 Estudio de relajatividad 'H-RMN y resonancia

magnética para imagen in vitro

Los estudios de determinacién de relajatividad y estudios de
resonancia magnética de imagen se llevaron a cabo en el
hospital internacional medimar (Alicante), utilizando una
unidad de resonancia magnética clinica de 3 T (Philips Achieva
3 T de la X-Series, Philips Healthcare, Paises Bajos) con una
sonda de ocho canales. El blanco se escaneé en una sola
rebanada en orientacion coronal, también se obtuvo una vision
transversal de todos los tubos llenos de concentracion variable
de agente de contraste. Los parametros geométricos
permanecieron equivalentes entre las secuencias de estimacion
de To y T: (campo de vision de 220 x 220 mm?2, grosor de corte
de S mm y 1,0 x 1,0 mm? en la resolucion del plano)
compartiendo la misma localizacion espacial. Se empledé una
secuencia de eco de espin de eco multiple para estimar valores
de T> adquiriendo 32 ecos que van de 14 a 231 ms (ATE = 7 ms)
con una secuencia TR de 2000 ms. Los valores T de cada tubo
se estimaron utilizando una adquisicién de recuperacion de
inversion look-looker con 107 tiempos de inversion que van
desde 6,51-5306,51 ms, con un intervalo de tiempo de
inversion de SO ms. Se aplicaron nuevos impulsos de inversion
cada 6 s para evitar la saturacion de la senal debido a los
extremadamente estrechos impulsos de inversién. Para reducir

la influencia de los pulsos de excitacién en la lectura en los
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valores T: finales, se aplic6 un angulo de excitaciéon de 5°
durante la toma del TFE.32 Con respecto al analisis de
imagenes, los mapas de T» se generaron por un ajuste no lineal
de la senal adquirida en cada TE para un modelo
monoexponencial. El mismo procedimiento se aplico a cada
pixel de la imagen produciendo los mapas de T». Por otra parte,
los mapas de Ti se generaron por ajuste no lineal de la sefial
adquirida en cada tiempo de inversién para el modelo de senal
descrita por Bluiml.33 Como en el caso de los mapas T, el
mismo procedimiento se aplicé a cada pixel de la imagen para
generar el mapa T: final. Los valores cuantitativos se
obtuvieron sobre suspensiones acuosas de nanoparticulas en
goma de xantano (0,1 %) por analisis manual de la zona de
interés (ROI) sobre los mapas de T»> y Ti. La ROI circular de
cada tubo se coloco, evitando el borde. En cada ROI, las
medias y las desviaciones estandar se calcularon para su
posterior comparacion. Los valores de Ti y T» resultantes se
promedian y se representan como 1/7T; (s'!) donde i = 1, 2 frente
a [Gd3] (mM), las pendientes de estas graficas nos

proporcionan las capacidades de relajacion especificas r y .
3.7.2 Estudio de resonancia magnética para imagen in vivo

Los experimentos se llevaron a cabo en el instituto de
neurociencias de Alicante (IN). Las ratas se anestesiaron con
un 3-4 % de isofluorano en aire médico (0,8-1 L min-!) en una
camara de induccion y se mantuvieron con 1-2 % de
isofluorano (IsoFlo) durante el experimento de MRI. Los
animales anestesiados se fijaron en un soporte hecho a medida
para minimizar los artefactos de los movimientos relacionados
con la respiracion. La temperatura del animal se mantuvo a 37

°C utilizando una manta de agua, monitorizada, a través de
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una unidad de control de temperatura compatible con la
resonancia magnética (multisens signal conditioner, OpSens,
Quebec, Canada). También se controlo la velocidad de
respiracion utilizando un dispositivo disehado a medida. Los
experimentos se llevaron a cabo en un escaner horizontal de 7
T y de 30 cm de diametro (Biospec 70/30 V, Bruker Medical,
Ettlingen, Alemania). El sistema tenia una bobina de gradiente
activamente apantallado de 675 mT m-! (Bruker, BGA 12-S) de
11,4 cm de diametro interior. Se empleé un resonador de
cuerpo de rata para recibir y transmitir las sefales de !'H
(Bruker BioSpin MRI GmbH, Alemania). Los datos fueron
adquiridos con una consola Hewlett-Packard y el software
Paravision (Bruker Medical GmbH, Ettlingen, Alemania) que

opera en una plataforma Linux.

Los estudios se llevaron a cabo mediante la inyeccion de 1 mL
de la suspension del agente de contraste (5 mg/mL) en la vena
de la cola a través de un catéter como un unico bolo (0,04
mmol Gd/kg de peso corporal), y la adquisicion de imagenes se
hizo 30 min después. La adquisicion se llevo a cabo durante 1
h. Las imagenes anatémicas ponderadas en T, para posicionar
el animal se recogieron en las tres orientaciones ortogonales
utilizando una secuencia de rapida adquisicion y relajacion
mejorada (RARE), aplicando los siguientes parametros: campo
de vision (FOV) 40 x 40 mm, 15 rebanadas, grosor del corte de
1 mm, matriz de 256 x 256, tiempo de eco efectivo (TEes) = 56
ms, tiempo de repeticion (TR) = 2 s, 1 media y un tiempo total
de adquisicion de 64 s.3435 Se utilizaron dos tipos de imagenes
para evaluar el efecto del agente de contraste en la intensidad
de senal de las imagenes ponderadas en T1 y T». En el primer

caso, las fotografias FLASH fueron adquiridas con los

135



Capitulo III. Materiales y métodos

siguientes parametros: 25 rebanadas, 1.5 mm de grosor de
corte, TR = 197 ms; TE = 2,7 ms; FOV = 6,0 x 5,0 cm; Mtx =
128 x 108; promedios = 4; tiempo total de adquisicion = 90 s.
Se adquirieron tres imagenes antes de la administracién del
agente de contraste (linea base) y 20 después de ella. Para las
imagenes ponderadas en 7T, se utiliz6 RARE con la misma
geometria que las imagenes ponderadas en T; y los siguientes
parametros: TR = 2800 ms; TE = 48 ms; FOV = 6,0 x 5,0 cm;
Mtx = 256 x 214; promedios = 8; tiempo total de adquisicion =
600 s. Una de estas imagenes se adquiri6 al comienzo (linea
base) y otra al final del experimento. Los datos fueron
analizados con la Image J (W. S. Rasband, EE.UU. National
Institute of Health, Bethesda, MD, EE.UU.).
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4. Desarrollo de nanomateriales para trasporte y libe-
racion intracelular controlada de camptotecina

basados en redes organometalicas
4.1 Fundamento

Como se adelanté en el capitulo 1, la mayoria de los
medicamentos actualmente en uso no son muy especificos para
las enfermedades que estan destinados a tratar. Los farmacos
de uso comun tienen ventanas terapéuticas relativamente
estrechas, lo que sugiere que sus eficacias se deben a
diferencias relativamente pequefias en su concentracion entre
el tejido sano y el enfermo en el cuerpo. En un esfuerzo por
mejorar la especificidad de los medicamentos y minimizar sus
efectos secundarios, la ciencia esta examinando el potencial de
las particulas disefiadas en el rango nanomeétrico para actuar
como plataformas de entrega de farmacos.!> Dado que los
nanomateriales son muy variados en dimensiones, formas y
propiedades, y pueden ser llevados a la célula por mecanismos
endocitoéticos. Cargar nanoparticulas con un agente citotoxico o
unir farmacos a su superficie puede ser una forma de llevar
una alta ‘carga util’ de un agente farmacolégicamente activo a
un sitio especifico en el cuerpo. Si la particula también esta
equipada con alguna caracteristica de reconocimiento celular
tal como un anticuerpo, el sistema resultante de este
ensamblaje promete ser un sistema altamente especifico para
la administracién agentes quimioterapéuticos a ciertos tipos de

tejido.®

En cuanto a la investigacion actual en la busqueda de nuevos

tratamientos selectivos en el campo de la nanomedicina que
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eliminen eficazmente las células tumorales evitando los
indeseables efectos secundarios producidos por la
quimioterapia.” En este campo de aplicacion, las redes
organometalicas (MOF) han demostrado su aplicabilidad como
vehiculos farmacolégicos eficientes desde 2006.8° Los MOF
ofrecen propiedades muy atractivas, como alta porosidad,
capacidad de disenno estructural y composicional y facil
funcionalizacion de su superficie, lo que hace que estos
materiales sean adecuados para muchas aplicaciones
diferentes, !0 tales como adsorcién de gases,!! catalisis,!2? 6ptica
no lineall3 o sensores.!* En nanomedicina, se ha aprovechado
su carencia de toxicidad, su facil reduccién del tamano de
cristal a la nanoescala y la intrinseca labilidad relativa de los
enlaces metal-ligando, lo que favorece su biodegradabilidad.!5
También han demostrado ser muy eficientes como agentes de
contraste en resonancia magnética de imagen, tomografia
computerizada y en imagen Optica,l%18 como agentes
sensibilizadores tanto en terapia fototérmical® como
fototodinamica?® y como vectores para la liberacion controlada
de farmacos.1® En este contexto, los MOF pertenecientes a la
familia de los MIL (Materiales del Instituto Lavoisier), formados
por ligandos tipo carboxilato y hierro (III), elegido como cation
no toxico, han demostrado un enorme potencial en la carga y

liberacion segura de grandes cantidades de farmacos.21-23

La 20-(S)-camptotecina (CPT) es un alcaloide natural con
potente actividad antitumoral contra un amplio espectro de
tipos de cancer.?425 Desde su descubrimiento por parte de Wall
y colaboradores en 1966, se han hecho grandes esfuerzos en la
implementacion de este farmaco en los tratamientos contra el

cancer actuales.?® Sin embargo, esta molécula por si sola no
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tiene aplicaciébn oncolégica, debido a su solubilidad
extremadamente baja en agua y en la mayoria de los
disolventes organicos, su baja estabilidad a pH acido, en el
cual se rompe su anillo de lactona disminuyendo
drasticamente su actividad ademas de su fuerte toxicidad,
capaz de producir cistitis hemorragica y miotoxicidad.27.28 A
pesar de las desventajas que presenta esta molécula, su
poderosa accion antitumoral ha llevado a la comunidad
cientifica a buscar nuevas formas de implementacién de este
medicamento en terapias contra el cancer. A pesar de esto,
hasta la fecha hay muy pocos trabajos en los que la molécula
de CPT se haya retenido sobre la estructura de un MOF,
siempre a través de atrapamiento in situ o adsorcién
postsintética,?9-31 dando sistemas de liberacion de farmacos
muy inestables, los cuales muestran wuna liberacion

significativa e inespecifica durante el trasporte.

Con el fin lograr una administraciéon eficiente y descarga de
CPT intracelular, en este capitulo presentamos nuevos
sistemas de liberacion de farmacos basados en las estructuras
de los nanoMOF MIL-100(Fe) y MIL-101(Fe) modificadas con
grupos amino. Seleccionamos estos materiales debido a sus
grandes dimensiones de poro, en el rango mesoporoso, lo que
hace posible la acomodacion de moléculas de CPT dentro de
sus cavidades internas, y hemos unido covalentemente el
farmaco a través de enlaces especificos a través de los grupos
amino. Los conjugados resultantes incorporaron casi un 20%
de CPT a su estructura, a nuestro conocimiento la mayor
cantidad de CPT publicada hasta la fecha en un nanofarmaco.
Estos sistemas mostraron una alta estabilidad a pH fisiolégico.

Ademas, debido a la carga positiva de su superficie, los
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derivados del MIL-101(Fe) que contienen CPT presentaron muy
buena internalizaciéon celular en ensayos in vitro y también
mostraron una importante sensibilidad al pH acido, que puede
estimular la liberacion del farmaco después de la captacion
celular en la fase lisosémica. mejorando la liberacion

controlada y segura del fragmento antitumoral.

En el Esquema 1 se describe el procedimiento de obtencion de
estas nanomedicinas. Los MOF que contenian CPT se
prepararon por modificacién post-sintética de los grupos amino
que contenian estos materiales MIL-100(Fe) y MIL-101(Fe). En
un primer paso, los MOF se sintetizaron a escala nanométrica
con ligandos tipo policarboxilato funcionalizados con grupos
amino y hierro (III). Paralelamente, se prepararon profarmacos
de CPT con dos grupos de enlace diferentes. Luego, en una
segunda etapa, se incorporaron estos profarmacos de CPT
sobre la estructura de los MOF por formacion de enlaces amida

o quimica click.
4.2 Resultados

4.2.1 Sintesis y caracterizacion de dos MOF funcionali-

zados con grupos amino primarios libres.

Se han utilizado dos estructuras organometalicas diferentes
como materiales de base para la union covalente y estable de la
molécula antitumoral camptotecina. Los materiales tipo
policarboxilato de hierro (III) MIL-101(Fe) (M1-NHjp) y MIL-
100(Fe) (M2-NH;) funcionalizados con grupos amino se
sintetizaron a escala nanométrica mediante el uso de
metodologias de sintesis solvotermal. En el caso del M1-NH,, se

obtuvieron nanoparticulas monodispersas octaédricas con un
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diametro promedio de 193 * 38 nm, en las que los planos (111)
de su estructura podian apreciarse con una distancia
interplanar de 5,1 nm (Figura la) asi como el patrén tipico de
XRD en polvo de estos materiales (Figura 2 y Figura II.1 en el
ANEXO 1I).

(1) CPT-Suc, EDC, HOBT, DCM
{2) tBuONO, TMSN,, THF
(3) CPT-5HA, Cu/(CH,CN),PF,, DMF

» ‘7’%@”& " cpTHA GPT

M2.C.CPT

Esquema 1. Esquema de sintesis de los nanoMOFs de Fe(Ill) cargados
con CPT.32

Las isotermas de adsorcion-desorcion de nitrégeno mostraron
que el material M1-NH, tiene una gran superficie externa (>
1800 m? g'!) y poros grandes de alrededor de 3,9 nm de
diametro (Tabla 1, Figura II.2 en el ANEXO II), también
publicado por otros autores,!® mientras que el analisis
elemental revel6 una concentracion de grupos amino de 3,6
mmol g, valor muy proximo al calculo estequiomeétrico (3,8

mmol g1).
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En el caso del material M2-NH,, introdujimos acido acético en
el proceso sintético para modular la velocidad de crecimiento
del cristal, de la misma forma que se ha hecho con otras
estructuras tipo MOFs,1733  obteniendo nanoparticulas
monodispersas de aproximadamente 117 £ 33 nm de diametro
promedio, segiin lo determinado por medidas en TEM (Figura
1b). Sin embargo, con el uso del ligando BTB-NH; con tres
grupos amino primarios por molécula en la sintesis del M2-
NH,, dio como resultado polimeros de coordinacién con baja

cristalinidad, como se muestra en el patrén de XRD (Figura 2).

Figura 1. Imagenes de microscopia electrénica de transmisién de (a)
M1-NHz y (b) M2-NH2.32

Desafortunadamente, el area BET y el volumen de poro de este
material son muy reducidos (Tabla 1 y Figura I[.2 en el ANEXO
II), a pesar de los grandes valores te6ricos.3* Este fenémeno se
ha atribuido al alto grado de entrecruzamiento entre los
ligandos BTB-NH, y a su gran diametro de poro (7,2 nm),
publicado anteriormente.3%35 También en consonancia con el
ligando multifuncionalizado utilizado para la sintesis, este
material presentdé una concentraciéon de grupos amino mayor

de 5,2 mmol g1, respecto al calculo estequiométrico que da 4,4
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mmol gl. Asignamos tal discrepancia a los defectos

estructurales y cierta adsorciéon del ligando BTB-NHa.
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"w
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W "
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Figura 2. Patrones de difraccion de rayos X en polvo de los materiales
M1-NH2 y sus derivados con CPT (a) asi como M2-NH2 y sus derivados
con CPT (b).32

149



Capitulo IV. Desarrollo de nanomateriales para transporte y liberacion intracelular controlada de camptotecina basados en redes
organometalicas

Tabla 1. Propiedades composicionales y texturales de los materiales para liberaciéon de farmacos.

Muestra Composicién CPT« Tamaiio BET< Potencial {
(am)® (mV)

Area (m>g!) Vp(cm®g!) Dp (nm)

M1-NH Nano-MIL-101(Fe)-NHz - 193 38 1824 0,38 3,9 +16,2
M1-S-CPT  Nano-MIL-101(Fe)-Suc-CPT 17,6 189 % 61 1254 0,16 3,6 +6,4
M1-C-CPT  Nano-MIL-101(Fe)-Click-CPT 18,0 194 + 81 143 0,03 3,4 +3.4
M1-A-CPT  Nano-MIL-101(Fe)-NH; + CPT 6,2 189 % 85 169 0,05 3,8 +7.8

M1-RhB Nano-MIL-101(Fe)-RhB - 185 % 56 1325 0,14 3,8 +9.4

M2-NH; Nano-MIL-100(Fe)-NHa - 117 + 33 88 0,09 7,2 -31,5
M2-S-CPT  Nano-MIL-100(Fe)-Suc-CPT 1,3 112 37 71 0,07 3,5 -27,0
M2-C-CPT  Nano-MIL-100(Fe)-Click-CPT 9,2 13251 70 0,09 3,6 -45,8
M2-A-CPT  Nano-MIL-100(Fe)-NH; + CPT 0,9 08 + 28 71 0,08 3,1 19,3

M2-RhB Nano-MIL-100(Fe)-RhB - 111+ 38 79 0,08 3,9 -27,7

a Porcentaje en peso. Determinado por HPLC con detecciéon por fluorescencia. » Determinado por estudios en TEM de al menos 200
particulas. ¢ Determinado de las isotermas de adsorcién-desorcién de nitrégeno (método BET-BJH); area = area superficial; Vp = volumen
de poro; Dp = diametro de poro.
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4.2.2 Incorporaciéon de camptotecina

Como se coment6 anteriormente, para la incorporacién de CPT
sobre MOF funcionalizados con grupos amino, el farmaco se
esterifico previamente con un ligando conector. Posteriormente,
estos profarmacos de CPT se conjugaron con los grupos amino
primarios de los nanoMOF a través de un enlace amida o
quimica click. No se observaron cambios morfologicos tras

estos tratamientos post-sintéticos (Figura I1.3 en el ANEXO II).

En el primer caso, el enlace amida se forma entre los grupos
amino y el acido carboxilico terminal del succinato de
camptotecina (CPT-Suc). Esta metodologia nos permitio
incorporar casi un 18% en peso de CPT en el M1-NHzy, lo que es
consistente con su alta area superficial y cristalinidad. La
incorporacién produjo una reduccion significativa del area
superficial y del diametro de poro (Tabla 1), que esta asociada
con cierto bloqueo de los poros mediante la CPT conjugada,
aunque no se observo cambio en la cristalinidad segin el
patron de XRD (Figura 2, M1-S-CPT). Por el contrario, la
muestra M2-NH, solo incorpor6é un 1% en peso de CPT a través
del mismo procedimiento. Atribuimos esta reducida reactividad
y pequena capacidad de carga de farmaco a la accesibilidad
obstaculizada a los grupos amino en la estructura del MOF con
baja cristalinidad y area superficial, como ya han mostrado

otros autores.36-38

La formacion exitosa de los enlaces amida entre el CPT-Suc y el
M1-NH; se comprob6 mediante la aparicion de dos bandas
anchas de vibracién de tensién N-H a 3460 cm! y 3362 cm!
en el espectro FTIR.39 Ademas, la banda de baja intensidad a

1745 cm! corresponde a la vibracion de tension del grupo
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carbonilo de la lactona de la CPT (vC20 = 022) (Figura 3).40
Esta banda no es evidente en el espectro FTIR del M2-S-CPT,
debido a la baja cantidad de CPT incorporada.

Como segunda estrategia para formar enlaces covalentes con la
CPT a nanoMOF funcionalizados con grupos amino,
aprovechamos la quimica click,4! utilizando el profarmaco 5-
hexinoato de camptotecina (CPT-HA). En primer lugar, hicimos
reaccionar las nanoparticulas del MOF que contienen grupos
amino con nitrito de terc-butilo (t-BuONO) y azidotrimetilsilano
(TMSN3) para convertir cuantitativamente los grupos -NH: en
grupos azido (-N3), y luego completamos el acoplamiento [3+2]

con la adicion del CPT-HA.

Mediante este protocolo, incorporamos un 18% en peso de CPT
en el M1-C-CPT y un 9% en peso de CPT en el M2-C-CPT. La
mayor eficiencia del proceso de postfuncionalizacion a través
de quimica click se refleja en la alta carga de CPT obtenida
sobre la muestra M2-NH,, a pesar de la menor accesibilidad
hacia los grupos amino, antes comentada.
Desafortunadamente, el producto M1-N3 sufrié una pérdida
significativa de cristalinidad (Figura II.4 en el ANEXO II) y, en
consecuencia, una caida brusca del area superficial (Tabla 1).
Este efecto no fue tan aparente para M2-N3, debido a la menor
cristalinidad y area superficial de la muestra M2-NH;

primigenia (Figura II.4 en el ANEXO II, Tabla 1).

La formacion de grupos azida en los nanoMOFs se controlo
mediante la aparicion de una banda de tension asimétrica
debido al grupo de azida a 2120 cm-! en el espectro FTIR.42
Esta banda fue intensa en las muestras M1-N3 y M2-N3 (Figura

II.5 en el ANEXO 1I), y se suprimi6 por completo después de
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completar la adicién del alquino. Ademas, la incorporacién de

la CPT se demostré por la apariciéon de la banda del grupo
carbonilo a 1750 cm! (Figura 3).40

3460cnT?
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Figura 3. Espectros de FTIR de los materiales M1-NHz2 y sus derivados
con CPT (a) y M2-NH2 y sus derivados con CPT (b), mostrando sus
principales bandas de vibracion.32
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Con fines comparativos, también cargamos CPT por adsorcién
fisica en los nanoMOF funcionalizados con grupos amino. De
esta forma, las muestras M1-A-CPT y M2-A-CPT, incorporaron,
respectivamente, un 6 y un 1% en peso de CPT, lo que es
consistente con las diferencias de area superficial observadas
entre estas muestras. No se detecté ningtin cambio visible en la
cristalinidad (Figura I1.6 en el ANEXO II), pero el M1-NH, sufrio
una importante reduccién del area superficial, debido al
bloqueo de los poros internos (Tabla 1, Figura I1.7 en el ANEXO
1I).

4.2.3 Estudio de la estabilidad de los materiales y de la

influencia del pH

Los nanoMOF cargados con CPT pueden sufrir una liberacion
inespecifica en condiciones fisiologicas, principalmente por
hidrélisis directa del enlace éster entre el farmaco y el vehiculo,
luego la liberacion de CPT libre, o por desintegraciéon de la
estructura del material, que libera diferentes fragmentos tipo
CPT+cadena lateral. En este contexto, la estabilidad de los
conjugados nanoMOF-CPT se prob6 en DMEM (pH 7,4)
complementado con un 10% de SFB y 1% de antibiético a 37

°C con agitacion (1500 rpm, Thermomixer®).

Las muestras MI1-S-CPT y MI1-C-CPT descargaron,
respectivamente un 8 y un 12% de la CPT total en la primera
hora, y no hubo liberacion adicional en las 48 h de ensayo
(Figura 4a, b). Este patron de liberacion correspondia
principalmente a profarmacos de CPT fisicamente adsorbidos
(CPT-Suc o CPT-HA, segun lo detectado por HPLC-FL), debido a
la gran area superficial y la porosidad altamente ordenada del

material M1-NH,. Ademas, también se detecté6 una cantidad
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muy pequena de CPT libre, probablemente causada por la
hidrélisis del profarmaco. Por el contrario, la CPT
covalentemente unida permanecié estable en condiciones
fisiolégicas. Esta liberacion de CPT inicial no se observo sobre
la muestra M2-C-CPT, ya que su menor cristalinidad y el area
BET evitan fuertemente la adsorcién fisica de los derivados de
CPT, con una liberacién de CPT inespecifica limitada al 2 %
(Figura 4c). M2-S-CPT no se consider6 para este estudio debido

a su menor contenido de CPT.

En este punto, las nanoparticulas con CPT, preparadas por
adsorcion fisica revelaron ser muy inestables en el medio de
cultivo celular y, por ejemplo, la muestra M1-A-CPT descargo
casi el 50% de su carga terapéutica en las primeras 6 horas y
completo el proceso en 24 h (Figura II.8 en el ANEXO II). No se
tomé6 ninguna medida de liberacién de M2-A-CPT por la misma
razon que para M2-S-CPT. Ademas, algunos MOF basados en
carboxilatos de hierro (III) son sensibles al pH acido moderado,
como el de los lisosomas, que acelera su velocidad de
degradacion. Esto se debe a la protonaciéon de los ligandos
organicos y la pérdida de especies de Fe3*/2*) lo que conduce al
colapso de la estructura. En nuestro caso, después de la
internalizacion celular de las nanoparticulas del MOF y el
trafico endosomal-lisosémico, esto puede liberar diferentes
derivados de CPT al medio citosélico, donde las enzimas
especificas hidrolizan el enlace éster entre la CPT y la cadena
organica lateral.19:43.44 En base a esto, sometimos las muestras
que contenian CPT M1-S-CPT, M1-C-CPT y M2-C-CPT a
experimentos de estabilidad en medio DMEM acidificado (pH
5.0 o pH 3.0) suplementado con un 10 % de FBS y 1 % de

antibiético a 37 °C con agitacion (1500 rpm, Thermomixer®).
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Figura 4. Perfiles de estabilidad y liberaciéon de los materiales M1-S-
CPT (a), M1-C-CPT (b) y M2-C-CPT (c) bajo condiciones fisiolégicas y
pH acido. Leyenda: pH = 7.4 (W), pH = 5.00 (®), pH = 3.00 (A).32
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Los resultados (Figura 4) mostraron un aumento importante
en la liberaciéon de CPT para los sistemas de liberacion de
farmacos basados en el MIL-101(Fe) a pH 5, estimado en mas
del 35 % para M1-S-CPT y el 23 % para M1-C-CPT a las 48 h,

no observandose una descarga adicional de CPT a pH 3.

La mayoria de esta CPT se liber6 como fragmentos de la
degradaciéon de la estructura del MOF. Dichos fragmentos se
identificaron por UPLC-MS/MS con la férmula general CPT-
(ligando puente)-(ligando estructural) y se presentan en el
ANEXO II (compuestos 1 y 1' en la Figura I1.9) junto con sus
correspondientes curvas de liberacion (Figura I1.10). Ademas,
también se liberaron cantidades significativas de los
profarmacos de CPT fisicamente adsorbidos (CPT-Suc o CPT-
HA), y también se detecté una pequenia cantidad de CPT libre,
que resulta de la hidrélisis del enlace éster promovido en medio

acido.

Por el contrario, M2-C-CPT se vio muy poco afectado por el pH
acido. Como se comento anteriormente, la menor cristalinidad
y el area de la superficie de los materiales basados en el MIL-
100(Fe) imposibilita la difusion dentro de la red estructural, lo
que minimiza el efecto de las condiciones del medio sobre los

componentes de la estructura.
4.2.4 Estudio de internalizacion celular

Los estudios de captacion celular sobre la linea celular HeLa se
llevaron a cabo con derivados de los nanoMOF de hierro (III)
que contenian rodamina B (RhB). Estos incorporaron
aproximadamente un 1% del fluorocromo sin cambios

significativos en la cristalinidad (datos no mostrados), y una
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ligera reduccion del area superficial atribuida a algtin bloqueo
de poros por la molécula organica (Tabla 1). El analisis de
citometria de flujo mostré grandes diferencias en la
internalizacion celular entre el M1-RhB y el M2-RhB a baja
concentracion de nanoparticulas (1-5 pg mL-1, Figura 5 y Tabla
2). Por ejemplo, a 5 pg mL-! M1-RhB se asimilé en un 95.9 +
1.0 %, mientras que solo un 20.3 = 13.0 % de M2-RhB se
internalizé en la célula. Achacamos este efecto al alto potencial
negativo del M2-NH: y sus derivados en medio fisiolégico (Tabla
1), que limita la difusién intracelular debido a la repulsién
electrostatica con la membrana celular.** Por el contrario, los
materiales derivados del M1-NH; mostraron un potencial
positivo (Tabla 1), favoreciendo el proceso de internalizacion

celular.

Tabla 2. Resultados de citometria de flujo sobre células HeLa
incubadas con diferentes concentraciones de particulas de las
muestras funcionalizadas con RhB.

1 pg mL? S pg mL? 25 pg mL? 50 pg mL!
Muestra (%) (%) (%) (%)
M1-RhB 81.7+11.5 959+ 1.0 984 +£0.9 100 £ 0.004
M2-RhB 22.1 £28.9 20.3+13.0 80.5+ 3.8 100 £ 0.033

Los estudios adicionales de captacion celular se realizaron por
microscopia confocal de barrido laser. Las células HeLa se
incubaron con las muestras M1-RhB o M2-RhB en el intervalo
de 5-10 pg mL-! durante 24 horas, y las nanoparticulas
internalizadas se visualizaron mediante experimentos de
colocalizacion. En el caso de M1-RhB, se observo claramente la
internalizaciéon satisfactoria del material por las células Hela,
con casi 100% de colocalizacion de nanoparticulas y lisosomas

(Figura 5d-f). Por el contrario, M2-RhB experimenté una menor
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Figura 5. Graficos representativos de los ensayos de citometria de
flujo para células HeLa incubadas 24 h con 5 ug mL-! de los MOFs
cargados con RhB, después de la tincion con DRAQS™. Se muestran
los graficos bidimensionales para (a) células HeLa. (b) M1-RhB. (c) M2-
RhB. En las regiones marcadas se cuantificé: células sin
nanoparticulas (puntos negros) y células con nanoparticulas (puntos
rojos). Los experimentos se hicieron por triplicado. Se presentan los
estudios de colocalizaciéon para M1-RhB (d-f) y M2-RhB (g-i) a 10 ug
mL-1. Las imagenes d y g muestran una vision general de las células
después de ser incubados con los materiales, los cuales se han
marcado en rojo (nanoparticlas con RhB en el citosol), lysotracker®
(verde, organulos acidos) y DAPI (azul, nucleos celulares). Las
imagenes e y h presentan detalles de estas imagenes mostrando
colocalizacién de las nanoparticulas de M1-RhB y M2-RhB con los
organulos acidos (putos amarillos). Las lineas verdes indican las
regiones de interés (ROI) seleccionadas para los graficos de intensidad
de senal (f, i).32
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internalizacion celular (estimada en mas del 35%, Figura 5g-i),
lo que es consistente con los resultados de la citometria de

flujo.
4.2.5 Estudio de citotoxicidad

La actividad citotéxica se analizO mediante el ensayo MTT,
Unicamente con derivados del M1-NH,; con CPT (M1-S-CPT y
M1-C-CPT). No se realizaron mas estudio in vitro sobre la
muestra M2-C-CPT, debido a su menor contenido de CPT y
difusion intracelular limitada. Ademas, las muestras con CPT
adsorbida fisicamente (como, M1-A-CPT) no son apropiadas
para estudios in vitro o in vivo, ya que no pueden imponer

ninguna liberacion controlada sobre el farmaco.

En primer lugar, probamos la biocompatibilidad del material
no cargado (M1-NHj) sobre las lineas celulares HelLa y SH-
SYSY en el rango de concentraciones de nanoparticulas
correspondiente. Los resultados (Figura 6) indican que incluso
a la mayor carga de particulas (100 pg mL-1), la viabilidad
celular relativa era superior al 80 %. A pesar de las
limitaciones del ensayo MTT para una determinacion precisa
de la viabilidad celular, estos resultados corresponden a un
perfil de biocompatibilidad aceptable.4> Posteriormente, se uso6
un rango de dosis de 0,001-20 pg mL! de CPT equivalente con
las muestras M1-S-CPT y M1-C-CPT. Para fines comparativos,
también se determiné la actividad citotoxica de la CPT (Figura
II.11 en el ANEXO II). Ambos materiales evaluados presentaron
valores similares de concentracién inhibitoria maxima al 50 %
(ICs0), lo que es consistente con su carga de CPT similar. Sin
embargo, la actividad citotéxica fue menor que la de la CPT

libre (Tabla 3). En este sentido, se ha demostrado que la
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esterificacion de la CPT sobre nanoparticulas puede limitar la
divisiébn enzimatica de ésteres en el citosol, impidiendo la

liberaciéon completa y limitando la actividad citotoxica.3!:43
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Figura 6. Ensayos de viabilidad cellular MTT en las lineas celulares
HeLa (o) y neuroblastoma SH-SYSY (A). (a) M1-S-CPT. (b) M1-C-CPT.
La concentracién de muestra se refiere a equivalentes de CPT (escala
inferior). El material no cargado (M1-NH:2) se probé sobre la linea
celular HeLa (¢), y su concentracion se muestra en la escala
superior.32

161



Capitulo IV. Desarrollo de nanomateriales para transporte y liberacion
intracelular controlada de camptotecina basados en redes organometalicas

Tabla 3. Valores de ICso para los derivados del MIL-101 sobre
las lineas celulares HeLa y neuroblastoma.

Linea celular CPTa M1-S-CPT« M1-C-CPT=
HeLa 0,003 £ 0,001 0,078 £0.016 0,063 £ 0.015
Neuroblastoma

. - . -5 . - . -
(SH-SY5Y) 9,77-104 +3,7-105 0,040 +3.2:103 0,029 + 2.5-10°3

a Cada valor indica la media * SEM (ug/mL). Todos los experimentos se
llevaron a cabo por triplicado.

4.3 Discusion

La CPT ha sido conjugada covalentemente sobre diferentes
nanoplataformas, como las ciclodextrinas*® o nanoparticulas de
silice.43 Sin embargo, ninguno de estos soportes puede
incorporar cantidades del farmaco superiores al 10% en peso.
La introduccion de CPT en estructuras organometalicas
mediante enlaces covalentes ha permitido lograr una carga de
farmaco superior (hasta un 18%). Hemos encontrado que la
cristalinidad del material y su area superficial determinan el
acceso a los grupos amino y, en consecuencia, la carga de CPT
y su liberacion. Las dramaticas diferencias entre las
estructuras del MIL-101(Fe) y el MIL-100(Fe) pueden deberse a
la ocupacion estructural selectiva de los reticulos mas grandes,

en el caso del MIL-100(Fe), o completas en el MIL-101 (Fe).8

Para la incorporacion covalente de la CPT en los MOFs
funcionalizados con grupos amino, el farmaco se esterifico
previamente con una cadena enlazante, que se puede unir
sobre los grupos amino primarios mediante enlaces amida o
quimica click. No se observan diferencias significativas para el
M1-NH,, que es consistente con un nivel de carga de farmaco

cercano a la capacidad maxima del material. Sin embargo, la
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superior eficiencia del proceso de quimica click consigue una
mejora significativa en la incorporacion de CPT en la muestra

de area superficial mas baja M2-NH,.#

Estos materiales presentan wuna buena estabilidad en
condiciones fisioldgicas, no observandose descarga del farmaco
conjugado covalentemente a pH 7,4, aunque hay alguna
liberacion inicial de especies adsorbidas fisicamente,
principalmente en los derivados del M1-NH,, ya que su gran
area superficial promueve esta accion. Por el contrario, las
muestras obtenidas solamente por adsorciéon fisica de la CPT
en los poros de las estructuras del M1-NH, o del M2-NH> son
inaceptables como sistemas de liberacion de farmacos, ya que
no pueden imponer ningin mecanismo especifico de descarga
del farmaco, perdiendo mas del 50% de su carga terapéutica en

las primeras etapas del proceso por liberacion no especifica.

Por el contrario, el perfil de liberaciéon de los conjugados
covalentes de CPT con estructura del MIL-101(Fe) cambia
drasticamente a pH acido. Aqui, debe tenerse en cuenta que
después de la captacion celular, el trafico endosomolitico
(limenes lisosomicos pH 4,5-5)%7 promueve la descarga de
medicamentos para los sistemas sensibles a los acidos. En este
contexto, hemos encontrado a pH S5 un aumento en la
liberacion de CPT para los sistemas de liberacion de farmacos
basados en el MIL-101(Fe) de 2 a 4 veces superior con respecto
al pH fisiolégico. En realidad, la mayoria de los estudios
recientes sobre los MOF sensibles al pH para liberacion
controlada de farmacos se han llevado a cabo con materiales
tipo ZIF (principalmente el ZIF-8), debido a la alta sensibilidad

del anillo de imidazol en condiciones acidas.4849 Asi como otras
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estructuras funcionales de MOFs que contienen unidades de
borato,5° fosfatoS! o ligandos policarboxilicos>2:53 son propensos
a la protonacién y desensamblaje de la red en condiciones
acidas. En el caso de las muestras M1-S-CPT y M1-C-CPT, el
pH acido promueve la protonacién de los grupos carboxilato, lo
que lleva a la pérdida de especies de hierro y al colapso de la
estructura. Como resultado, la CPT liberada en su mayoria se
encuentra acoplada al correspondiente ligando estructural. Se
espera que dicha digestién previa de la estructura del MIL-
101(Fe) por la actividad lisos6émica allane el camino para una
liberacion mejorada de la CPT a través de la hidrélisis del éster
en el citosol por carboxilasas especificas. Por el contrario, es
conocido que la degradacién de la estructura del MIL-100(Fe)
bajo pH acido es muy gradual e incompleta,>? ya que su baja
cristalinidad y area superficial dificultan la difusion interna y,
en ese sentido, el material M2-C-CPT mostré poca liberacion

adicional de farmaco con respecto al pH fisiolégico.

Hemos encontrado  diferencias  significativas en la
internalizacion celular entre los materiales M1-NH> y M2-NH;
cargados con CPT, tanto en citometria de flujo como en
estudios por microscopia confocal de barrido laser. Por un
lado, se debe tener en cuenta que la carga positiva de la
estructura del MIL-101(Fe) favorece un fuerte proceso de
opsonizacién con las proteinas séricas en el medio de cultivo
celular, lo que resulta en la formacion de una corona de
proteinas y, como consecuencia, la endocitosis se ve altamente
promovida.>* Por otro lado, el potencial { muy negativo de los
derivados del MIL-100(Fe) contribuye a la estabilidad coloidal
en el medio fisiol6gico,5%55 pero limita la captacién celular

debido a la repulsion electrostatica sobre la membrana
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celular.5¢ Dicha difusion intracelular limitada, ademas de su
menor carga de CPT en la muestra M2-NH,, nos llev6 a excluir
los sistemas de liberacion de farmacos basados en el MIL-

100(Fe) de otros estudios in vitro.

La actividad biolégica de los nuevos conjugados de CPT con
nanoparticulas del MIL-101(Fe) funcionalizadas con grupos
amino se probo sobre las lineas celulares Hela y
neuroblastoma, mostrando menos citotoxicidad que la CPT
libre, con valores de ICso 1 orden de magnitud superiores al
farmaco libre. Esto no es sorprendente, ya que el mecanismo
esperado de liberacién intracelular del farmaco (hidrélisis del
enlace éster 20-O por las carboxilasas citosélicas después de la
captacion celular) se ve afectado por algunas restricciones
estéricas que inhiben un proceso de liberacion completo. De
hecho, se conocen limitaciones comparables para la liberacion
intracelular completa de CPT y valores mas bajos de ICso en
otros sistemas de liberacion de farmacos donde el farmaco se
encuentra unido covalentemente al vehiculo.43:4657 Sin
embargo, la estabilizacion de la CPT en los poros del MOF
asegura que el farmaco no sea liberado en la circulacion y que
su activacion solo es posible cuando las nanoparticulas se
internalizan en las células tumorales. En este sentido, la alta
capacidad de carga de CPT por parte del material MIL-101(Fe)
proporciona una alta actividad citotoxica incluso a dosis bajas
y una descarga intracelular del farmaco sensible a estimulos,
debido a la alta sensibilidad de estos sistemas de liberacion
controlada de farmacos a pH acido, que son propiedades
deseadas para la administracibn in vivo de férmulas

farmacéuticas.
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4.4 Conclusiones parciales

Hemos desarrollado novedosos sistemas de liberacion
controlada de farmacos basados en nanoMOFs funcionalizados
con grupos amino, MIL-100(Fe) y MIL-101(Fe). NanoMOF a los
cuales se les ha unido covalentemente CPT. Para este fin,
hemos esterificado la CPT con diferentes cadenas que portaban
grupos funcionales organicos para la unién al material a través
de la conjugacion con los grupos amino de la estructura de los
MOFs mediante amidacion o quimica click. Los nanovehiculos
de CPT resultantes incorporaron casi el 20% de esta molécula y
mostraron una alta estabilidad a pH fisiolégico, sin liberacion

inespecifica del farmaco unido covalentemente.

Los derivados del MIL-101(Fe) cargados con CPT presentan una
internalizacion celular mejorada debido a su potencial ¢
positivo y una fuerte respuesta al pH acido, aumentando la
descarga del farmaco de 2 a 4 veces a pH 5, lo que estimula la
liberacion intracelular por actividad endosomolitica. En
general, estos nanoMOFs constituyen un vehiculo apropiado
para la administracion segura de la muy téxica molécula de
CPT a las células cancerosas con un potencial directo para la

aplicacion in vivo.
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5. Desarrollo de nanomateriales como agentes de
contraste en resonancia magnética para imagen (RMI)

basados en redes organometalicas
5.1 Fundamento

El descubrimiento de la resonancia magnética nuclear, RMN,
como técnica capaz de detectar diferencias en las propiedades
de las moléculas de agua en los tejidos normales y enfermos
propulso esta disciplina desde el dominio puramente quimico
hasta la medicina.’8 A través de un aumento del iman de
RMN, el cual normalmente aceptaba un tubo de cristal de
pequeno diametro que contenia una muestra quimica, se
crearon instrumentos de resonancia magnética para imagen
(RMI) a un tamano lo suficientemente grande para visualizar el
cuerpo humano, y capaces de detectar sutiles diferencias entre
las moléculas de agua localizadas en los fluidos y en los tejidos
blandos del cuerpo. Ademas, se descubri6 que, si al paciente se
le administraba un complejo metalico paramagnético previo a
la adquisicion de imagen, la definicién o contraste de la imagen
resultante mejoraba considerablemente. Este efecto era
causado por el complejo metalico paramagnético actuando
como un pequefio iman, el cual inducia cambios en la RMN de
las moléculas de agua que podian detectarse por RMI. Desde
estos descubrimientos iniciales, muchos compuestos y
nanomateriales que contienen gadolinio, manganeso y hierro
han sido aprobados para su uso como agentes de contraste
(ACs) en RMI, y muchos otros agentes de mejora de imagen

estan en diversos estados de desarrollo.3-8
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Las bases para el diagnostico por imagen con RMI esta
directamente conectado con la teoria de la resonancia
magnética nuclear, RMN.%10 Mientras que la espectrometria de
RMN convencional ante todo usa el desplazamiento quimico de
los protones como un medio de caracterizacién de estructuras
de moléculas en disolucién, la RMI se centra en las
propiedades de relajacion de los protones de las moléculas de

agua localizados en los tejidos blandos del cuerpo.

Los protones tienen un numero cudntico de espin nuclear (a
veces llamado simplemente espin nuclear), I, de ‘2, indicando
que hay un espin nuclear desapareado. Asi para el protéon que
esta girando en su eje, el espin desapareado genera un
momento magnético nuclear perpendicular al giro. Cuando el
protén se sittia en el seno de un campo magnético, la mecanica
cuantica requiere que solo se permita una orientacién discreta
del momento de espin, especificada por el nimero cudntico de
momento angular de espin nuclear, mi, relativo al campo
magnético aplicado. Una orientacion con my = +% tiene el
momento de espin alineado con el campo magnético aplicado y
es menor en energia (mas estable), mientras que la otra
orientacién con mi= -'% tiene el momento de espin oponiéndose
al campo magnético aplicado y es mayor en energia (menos
estable) (Figura 1). Si no hay campo magnético aplicado, no
hay orientacion preferencial y no hay diferencia de energia
entre los estados (sin divisién). En este caso, ambos estados my
se dice que estan degenerados en energia. Experimentalmente,
la energia de separaciéon entre los dos estados en Julios, J, AE,

viene dada por:

AE = yhH (eq. 5.1)
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Donde y es el radio giromagnético, una constante para un
nucleo dado con unidades 2ns!T!; A es la constante de
Planck, h, dividida por 2m; y H es la fuerza del campo

magnético aplicado en Teslas, T.

mE+% mEY T
— — AE

Ausenciade campo =~ -
magnéticoaplicado s

Aplicacion
de un campo

Energia -
magnético

Figura 1. Un protén con un numero cuantico de espin, I = 2 indica la
presencia de un espin nuclear desapareado. El protén girando genera
un momento magnético el cual tiene dos orientaciones posibles en un
campo magnético aplicado, las cuales vienen descritas por el numero
cuantico de momento angular de espin nuclear mi. La division entre
los estados mi = +% y mi = -% en presencia del campo magnético, AE,
es proporcional a la fuerza del campo magnético aplicado, Ho.

La fuerza del campo magnético usado en RMI es de
aproximadamente 1 T, lo cual es alrededor de un orden de
magnitud mas débil que muchos campos magnéticos
empleados en la espectrometria de RMN convencional. Para un
protén situado en un campo magnético de esta intensidad, el
valor de AE para la divisiébn entre los dos niveles es muy
pequena, correspondiente a la radiacion electromagnética en el
rango de la radiofrecuencia, en términos de numero de onda,
~10-% cm-l. En comparacion, la division entre los orbitales d
para un complejo de un metal de transicién, medido por el
parametro de desdoblamiento del campo cristalino, A, es ~104
cm, lo cual es siete 6rdenes de magnitud mayor que la energia
de separacion de los estados en la Figura 1. Si un gran

numero de moléculas de agua se sithan en un campo
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magnético, no todos sus protones tendran su momento
magnético nuclear alineado en la manera correspondiente al
estado de menor energia, nu = +%. Esto es porque a
temperaturas a las cuales se llevan a cabo la mayoria de las
medidas de RMN, asi como las RMI, hay suficiente energia
térmica disponible -alrededor de 200 cm'! a temperatura
ambiente- que ambos niveles estan casi igualmente poblados,
pero hay un ligero exceso de nucleos en el estado de menor

energia, mi= +'%.

La expresion que considera el ntimero de nucleos que se
encuentran en cada estado es la ecuacién de distribucién de

Boltzmann, la cual viene dada por

NG+, T (eq. 5.2)

En esta expresion, N(-2) y N(+%2) son el nimero de nucleos en
los estados mu = -% y nu = +Y%, respectivamente; AE es la
separacion entre los dos niveles en cm!; k es la constante de
Boltzmann, k = 0,695 cm!K-! y T es la temperatura en Kelvin,
K. De esta ecuacion es evidente que a temperatura ambiente
(20 °C), la relacion N(-'2)/N(+%2) es 0,9999954, mostrando que
para un conjunto de nucleos hay ligeramente mayor poblacion
en el estado de menor energia, mas estable, que en el estado
superior. La espectrometria de RMN aprovecha esta pequena
diferencia poblacional entre los dos estados irradiando la
muestra mientras esta en el campo magnético con radiacion
electromagnética que exactamente corresponde a AE, una
condicién llamada resonancia. Esto se hace alineando un
campo de radiofrecuencia (RF) perpendicular al campo

magnético principal, lo cual resulta en la promocioén de nucleos
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en el estado inferior hacia el estado superior. Si el campo de RF
permanece encendido por un periodo de tiempo, la poblacion
en los dos estados se igualara y se dice que el sistema alcanza
la saturacién. Después de apagar el campo de RF, la poblacion
de nucleos comienza inmediatamente a relgjarse a la
distribuciéon de equilibrio original, la velocidad de esto viene
gobernada por algunas constantes de velocidad, k. De esta
manera la transicién desde el nivel my= -% al estado mi= +%
emite radiacion, la velocidad de relgjacién puede seguirse
directamente por un detector —bobina receptora- sensible a la
radiacion RF que esta localizada a angulos rectos (90°) de
ambos campos el magnético y el de RF. Los datos acumulados
por el detector como funcion del tiempo después de apagar el
campo de RF pueden usarse para medir la velocidad y el

tiempo de vida del proceso de relajacion.

Uno de los parametros de relajacion medidos en RMN es el
tiempo de relajacién longitudinal o espin red, Ti, que es el
tiempo constante, 1/k, donde k es la constante de velocidad
observada, asociado con la relajacion de espin de la poblacion
en saturacion a su equilibrio térmico. Este parametro esta
fundamentalmente afectado por las fluctuaciones de las
moléculas vecinas y por sustancias paramagnéticas con
grandes momentos magnéticos, las cuales generan
fluctuaciones de los campos magnéticos en las posiciones de
relajacion de los nucleos. Los liquidos presentan valores tipicos
de T: en el rango 10-4-10 segundos, y para los sélidos en el

rango 102-103 segundos.

Un segundo parametro de relajacién medido en RMN es el
tiempo de relajacion transversal o espin-espin, T>. Este tiempo

de relajacion constante, el cual no puede describirse usando el
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modelo mecanocuantico de la Figura 1, es una medida de la
velocidad de pérdida de coherencia de fase entre los espines en
el plano perpendicular al campo aplicado. En el modelo clasico
del experimento de RMN, un conjunto de nucleos excitados
tiene sus espines precesando al unisono (coherencia) en el
campo aplicado, pero campos locales actuando sobre diferentes
nucleos en el conjunto y/o interacciones entre los espines
pueden destruir la coherencia de la poblacién. Este efecto que
implica cambios en la magnetizacion total en el plano
perpendicular al campo aplicado viene descrito por la
constante de tiempo de relajacion transversal o espin-espin, 75,
la cual, para liquidos, es similar en magnitud a T;. Un tercer
parametro de relajacién, T>*, causado por los efectos de las

inhomogeneidades en el campo aplicado sobre Ts.

Hemos visto los paralelismos entre los experimentos de RMI y
los de RMN excepto que las moléculas de agua estan en el
cuerpo y las constantes, Ti, T> y otros parametros, se
determinan en tres dimensiones dentro de los tejidos del
paciente.! El paciente se posiciona en una superficie mévil en
el interior de la sonda de un gran electroiman, que produce el
campo magnético principal. En un angulo recto al campo
magnético hay un campo de RF y en un angulo recto a ambos,
el campo magnético principal y el campo de RF esta la bobina
receptora que captura la radiacion emitida desde la poblacion

de espin.

La resolucion espacial de los parametros de relajacion se lleva
a cabo usando tres gradientes magnéticos en angulo recto uno
respecto de los otros, que cuando se encienden, producen

gradientes de campo lineales en direcciones especificas; esto
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es, el campo magnético cambia a lo largo del gradiente. La
activacion de estos electroimanes crea los sonidos molestos que
se crean durante una prueba de RMI. Mediante la produccién
de gradientes en el campo en diferentes direcciones, se pueden
obtener las propiedades de relajacion de las moléculas de agua
a lo largo de los gradientes dentro del tejido del paciente.
Cuando se analizan los datos con un ordenador, los
parametros de relajacion dentro de muchos elementos de
pequeno volumen, llamados voéxeles, se calculan y después de
anadirles color (o una escala de grises) a un valor especifico del
parametro de relajacién, se crea una imagen basada en estos
colores, mostrando las propiedades de relajaciéon del agua
dentro de los voxeles. Dependiendo del tamafno del campo de
vision (el tamano de la region del cuerpo sobre la cual se
colectan los datos de relajacion) y otros parametros, se puede
obtener una resolucion espacial del orden de unos pocos

milimetros en una prueba tipica de RMI.

De esta manera el contraste de la imagen, y asi su utilidad
para el diagnéstico, depende criticamente de las diferencias en
los parametros de relajacion entre varias regiones en el tejido,
se han desarrollado compuestos quimicos llamados agentes de
contraste, ACs son aquellos que afectan dramaticamente a las
propiedades de relajacion del agua. De esta manera estos
compuestos no son téxicos y se distribuyen en solamente
ciertos tipos de fluidos y tejidos en el cuerpo, estos ACs pueden
administrarse al paciente inmediatamente antes de una prueba
de RMI. Si un AC tiene acceso a un tipo particular de tejido,
este cambiara drasticamente las propiedades de relajacién de

las moléculas de agua localizadas en dicho tejido, llevando a
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grandes diferencias en las propiedades de relajacion (contraste)

entre tejidos con y sin AC.

Muchos ACs actualmente en uso contienen el lantanoide
gadolinio, que, en su estado de oxidacién trivalente estable,
Gd3*, es altamente paramagnético con la configuracién
electrénica [Xe]4f” y S = 7/2. Los ACs que contienen Gd3*
principalmente afectan al tiempo de relajacion de espin red
(relajatividad longitudinal), Ti, a través de dos mecanismos. El
primero implica el intercambio directo de una molécula de
agua que esta unida al ion metalico por moléculas de agua que
estan libres en fluidos y tejido; el otro es el resultado de
moléculas de agua pasando a través del campo magnético local
producido por el ion Gd3*; esto es, sin que ocurra un enlace
directo al ion metalico. Ademas de los compuestos y
nanoparticulas que contienen Gds3*, se han desarrollado
pequenas particulas nanométricas que contienen hierro como
ACs. Estos compuestos, que tienen el momento de espin de
muchos centros de hierro alineados en la misma direccion,
producen  fuertes campos  magnéticos locales que
fundamentalmente reducen el tiempo de relajacién transversal
o espin-espin, T, de las moléculas de agua que pasan a través

del campo (relajatividad transversal).

La eficacia de un AC en la reduccion de Ty y 7> de una masa de
moléculas de agua depende de una propiedad del AC, llamada
relajatividad, ri la cual, junto con la concentracién de AC,

afecta a las propiedades de relajacion del agua de acuerdo con

1 1

+nC, i=1o0 2

R: = =
i(obs) Titobs)  Ti(diam) (eq. 5.3)
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En esta expresion, i = 1 es el efecto del AC sobre T
(relajatividad longitudinal), e i = 2 es su efecto sobre 7>
(relajatividad transversal).! Las cantidades Riobs) ¥ 1/Tiobs) SON
las constantes de velocidad de relajacién globales de las
moléculas de agua en el sistema (s!); Tidiam €S €l tiempo de
relajacion del agua antes de la adicién del AC paramagnético
(s); C es la concentracién del ion paramagnético en el AC
(mmol! L); y n es la relgjatividad (s! mmol!l L).
Experimentalmente, la relajatividad de un AC, la cual es
también dependiente de la fuerza del campo magnético
aplicado (generalmente expresado en unidades Tesla, T) y la
temperatura de la disolucién, se determina midiendo Rjobs) a
diferentes valores de C y, se extrae de la representaciéon de

Riebs) frente a C, calculando la pendiente, que es r.

El trabajo de Solomon, Bloembergen y Morgan senalé que
ciertas propiedades del complejo metalico paramagnético
afectan a la magnitud de r.! Una propiedad es el numero de
moléculas de agua intercambiables unidas al ion metalico,
denotadas por g. Otra es la constante de tiempo para el
intercambio de una molécula de agua unida con una en
disolucién, indicado por tu, donde v = 1/kex. Si g es grande y
v es pequena (kex €s grande), a muchas moléculas de agua en
el disolvente se les permitira tener contacto directo, ‘visitando’
al ion metalico paramagnético durante el experimento, el cual
tendra el efecto de disminuir el tiempo de relajacion del agua
observado en el experimento. La tasa de caida (rotacional) del
AC en disolucién, llamado tiempo de correlacién rotacional,
denotado por la constante de tiempo, 1z, donde = = 1/krot,
también afecta a la relajatividad, r, del AC. Si wr es grande (Kot

es pequena), como podria ser el caso para un AC grande, que
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rote lentamente, el ‘tiempo de contacto’ entre el campo
magnético local producido por el AC y una molécula de agua en
el disolvente es relativamente largo, lo que también incrementa
la r del AC. Muchos de los esfuerzos actuales en el campo de
RMI/AC estan enfocados en maximizar la relajatividad
longitudinal y tranversal (respectivamente, r y r2) mediante
cambios en la estructura del AC de varias maneras para afectar

a uno o mas de los parametros comentados anteriormente.11-13

En este sentido, el presente capitulo compila los diferentes
estudios que hemos llevado a cabo para desarrollar nuevos
agentes de contraste para RMI, capaces de incrementar los
valores de relajatividad r respecto de los productos actualmente
utilizados en la practica clinica, a la vez que se mejora la
biodisponibilidad de los elementos magnéticamente activos y se
minimizan los posibles efectos toxicos resultado de su

acumulacién en el organismo.

A tal fin, el capitulo se ha dividido en dos apartados. En el
primero de ellos se estudia el desarrollo de un AC T muy
estable en medio fisiologico basado en nanoparticulas de un
oxido mixto de Gd y Si. Para ello, se ha implementado un
protocolo de sintesis novedoso basado en la utilizacién de una
red organometalica (MOF) como plantilla de sacrificio,
obteniendo nanoparticulas con idéntica morfologia y tamano
que el MOF inicial, pudiendo también generar porosidad en las
particulas cuando fuese necesario mediante un proceso de
transformacion pseudomorfica. Asimismo, se ha llevado a cabo
una validacién biologica de la actividad de este AC mediante
experimentos de adquisicion de imagenes de resonancia in vitro

e in vivo.
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En la segunda parte del capitulo se aborda la preparacion,
caracterizacion y validacién biologica de un nuevo agente de
contraste dual (7T:-T»), basado en nanoparticulas de un
material hibrido de estructura core-shell, donde el ntcleo esta
constituido por el MOF Gd(H20)4[Fe(CN)s), responsable de la
actividad magnética, y la cubierta es de silice amorfa, la cual
proporciona elevada estabilidad coloidal en medio fisiolégico y

multifuncionalidad.

5.2 Desarrollo de un agente de contraste T, estable

en medio fisiolégico

5.2.1 Preparacion y caracterizacion de nanoparticulas de

un 6xido mixto de Gd y Si

Como ya se coment6 anteriormente, los agentes de contraste se
pueden clasificar en base a sus procesos de relajacion, como
agentes de especies paramagnéticas Ti-positivos y agentes de
materiales superparamagnéticos T>-negativos. Debido a su alta
sensibilidad y detectabilidad, los quelatos solubles de Gd3* son
los ACs T: mas representativos y empleados en pruebas
clinicas de RMI actuales.!* Sin embargo, su deficiente perfil
farmacocinético, debido a la rapida filtracion renal, limita la
sensibilidad.’> Esto, en consecuencia, requiere la
administracion de dosis abundantes de AC, por ejemplo, en
estudios de perfusion para la deteccion de tumores, que
pueden provocar algunos efectos secundarios como dolor de
cabeza, nauseas y mareos.!6 Entre los efectos secundarios mas
importantes conocidos sobre la administraciéon de compuestos
Gds*, encontramos fibrosis nefrogénica sistémica en pacientes
con funcién renal danada, reacciones de hipersensibilidad y

dermopatia nefrogénica fibrosante, lo que hace conveniente
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desarrollar alternativas a estas pequefias moléculas solubles.!?
Esto es lo que ha movido nuestro estudio hacia el desarrollo de
nanoparticulas magnéticas (NPM), las cuales presentan varias
ventajas sobre los ACs de Gd3* convencionales, tales como el
transporte de grandes cargas de iones metalicos
paramagnéticos, vidas medias de circulacién en plasma mas
largas, acumulacion pasiva en tejidos tumorales y mejores
perfiles de seguridad.!8.19 Por lo tanto, la incorporacién de Gds3+*
en un nanovehiculo estable apunta al desarrollo de ACs

seguros y eficientes para RMI.

De esta manera, primero presentamos un enfoque novedoso
para la sintesis de nanoparticulas de 6xido de Gd-Si con una
alta densidad de atomos de Gd3* y morfologia controlada. Para
este proposito, usamos el analogo de azul de Prusia
Gd(H20)4[Fe(CN)¢] por primera vez como plantilla en una
reaccion con silicato soluble. Al superponer la cinética de
condensacion de la silice con la eliminacién del [Fe(CN)g3,
pudimos sintetizar particulas de un nanocomposite de tipo
oxido/hidroxido con una forma y tamano iguales que los
cristales anteriores del MOF. Asimismo, con vistas a potenciar
la multifuncionalidad de los materiales, como la posible
incorporaciéon de agentes terapéuticos para preparar un
conjunto teranéstico, se someti6 el sistema Gd-Si a un
tratamiento hidrotermal en presencia de un agente director de
estructura, con el fin de generar mesoporosidad en las
particulas,20.21 obteniendo un sélido poroso con una doble
morfologia de nanocruces y nanovarillas, y elevada area

superficial.
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Las nanoparticulas de 6xido de Gd-Si se sintetizaron en un
proceso en tres etapas (Figura 2). Inicialmente, las
nanoparticulas de Gd(H20)4[Fe(CN)¢] (GdFe) con una morfologia
dual (nanocruces y nanobarras) se prepararon usando
(EtsN)s[Fe(CN)e] (Et=CH3CH2-) como precursor. En segundo
lugar, se hizo reaccionar el GdFe con silicato so6dico dando
como resultado particulas densas de Gd(OH)s3SiO2xH20
amorfo (GdSi), de forma y tamano idénticos a los del MOF
primitivo. Finalmente, el GdSi se coloc6 con bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB) en un autoclave y se procesé bajo
condiciones hidrotérmales para desarrollar un reticulo poroso
en las particulas (mGdSi), de acuerdo con una transformacion

pseudomoérfica bien conocida.?2

e § ¢ (1)

Gd(H,0),[Fe(CN)¢] Gd(OH),35i0,XH,0 Gd,0,3Si0,
(denso) (poroso)

(1) Gd(NO,);6H,0 en EtOH:H,0 (2.5:1 v/v)
(2) Na,SiO; en EtOH:H,0 (2.5:1 v/v)
(3) CTAB/OH" (100 C, hidrotermal) y calcinacién (aire, 500 2C)

Figura 2. Esquema sintético de las nanoparticulas mesoporosas de
oxido de Gd-Si con una morfologia preformada utilizando
Gd(H20)4[Fe(CN)s] como plantilla. La flecha roja sefala una
representacion artistica de una composicién porosa homogénea del
nanocomposite.

La estrategia para sintetizar nanoparticulas mesoporosas de
oxido de Gd-Si preformadas aparece representada en la Figura

2. En primer lugar, se confeccion6 un meétodo para la
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preparacion de nanocristales de GdFe con morfologia bien
definida. Se obtuvieron particulas de alta pureza
monodispersas con doble morfologia (cruces y barras) de
aproximadamente 260 nm de diametro medio (Tabla 1). La
estructura cristalina de la red de coordinacién tridimensional
del Gd(H20)4[Fe(CN)¢] es conocida.23 El sélido cristaliza en el
sistema ortorrémbico en el grupo espacial Cmem los parametros
de celda son a = 7.4016(3) A, b = 12.78813(14) A, y ¢ =
13.5980(12) A. Es importante destacar que el patrén de DRX
en polvo del MOF de tamano nanométrico (Figura III.1 en el
ANEXO III) es perfectamente comparable al obtenido para el
compuesto mediante DRX en monocristal.23 Sin embargo, este
material es extremadamente compacto y denso, por lo cual no
se pudo obtener datos de isotermas de adsorcién-desorcion de
nitrégeno. A pesar de la especial morfologia observada en forma
de cruces en muchas nanoparticulas, los estudios de
microscopia electronica indican que mas del 60% de las
particulas son nanovarillas, con una relacion de cruces:
varillas de aproximadamente 2:3 (Tabla 1 y Figura 3). Un
mecanismo plausible para dicha formacion de las nanocruces
implicaria que el EtsN* funcionaria como un surfactante
catiénico, que coopera en la sintesis con el acido acético para
funcionar como una plantilla suave que obliga a los cristales de
Fe-CN-Gd a ensamblarse en la morfologia cruzada.24 De hecho,
en ausencia de acido acético solo crecen pequenas varillas. Por
el contrario, la composicion cristalina, segiin lo determinado
por el analisis de espectroscopia de dispersion de energia de
rayos X (EDS), es muy homogénea, con distribucién uniforme
de Fe y Gd dentro de las particulas, como se revela en los

resultados del mapeo elemental (Figura 3 y Figura III.2 en el
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ANEXO III), lo cual es muy consistente con la estequiometria
del MOF.

El compuesto GdFe es parcialmente soluble en agua, pero es
insoluble en una mezcla EtOH:H,O (2,5:1 v/v). En disolucion
alcalina, tiene lugar una reaccion de intercambio i6nico que da

como resultado la disolucién completa del MOF, como sigue:
Gd(H20)4[Fe(CN)e](s) + 3OH-(aq)
2 Gd(OH)3s(s) + [Fe(CN)s]®(aq) + 4H20 (eq. 5.4)

E1 Gds3* del GdFe se asocia con los iones hidroxilo para formar
Gd(OH)s insoluble. Se puede conseguir una concentracion
moderada de iones OH- por hidroélisis del silicato, como se

describe a continuacion:
SiOs2-(aq) + (1+x)H20 2 SiO2'xH20(s) + 20H- (eq. 5.5)

En condiciones optimas, es posible superponer el intercambio
i6énico del analogo del azul de Prusia con la hidrélisis de la base
conjugada. Luego, tiene lugar una  condensacion
estequiomeétrica simultanea del hidroxido de gadolinio y la

silice. Este proceso esta definido por la ecuacion:
2Gd(H20)4[Fe(CN)s](s) + 3Si0s%(aq) + 3(1+x)H20
2 2Gd(OH)3-3Si02'xH20(s) + 2[Fe(CN)g]3-(aq) + 4H20 (eq. 5.6)

Como resultado, se sintetizaron nanoparticulas de GdSi densas
y monodispersas, preservando la forma y el tamano originales
de los cristales del original GdFe. La reaccion transcurre
lentamente a temperatura ambiente en una disolucion

etanoélica de silicato.
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Tabla 1. Caracteristicas composicionales, morfologicas y texturales de los materiales sintetizados.

Muestra Formula molecular  Ygq . Yerma? CTMA/SIO, Composicion Tamano® Morfologia? Area Poro®
(%om) (% m) (M) Atomica? (%) (nm) Cruces : BET® (A)
Gd Fe Si Varillas (%) (m?2g')
GdFe Gd(H,0)4[Fe(CN)g] - - - 59,0 49,1 0 262,1+43,5 36: 64 Nd/ Nd/
GdSi Gd(OH), 3810, xH,0 - - - 38,7 1,0 60,3 191,9+52,5 38:62 11,7 Nd/
mGdSi-4  Gd,043Si0, 63,2 8,1 0,13 40,1 0,8 59,1 190,9+33,5 34 : 66 94,0 37,4
mGdSi-12  Gd,05-3Si0, 68,9 15,0 0,22 42,2 0,8 57,0 Nd/ Nd”/ 114,2 37,0
mGdSi-24  Gd,0,3Si0, 83,5 15,8 0,19 39,2 0,6 60,2 Nd/ Nd/ 130,2 36,1
mGdSi-48 Gd,0,:351i0, 66,9 13,0 0,19 39,4 0,9 59,7 210,2+62,2 26:74 140,5 35,8

aSe determiné mediante el estudio EDS. PCTMA: Hexadeciltrimetilamonio. Se calculé del analisis de carbono. ‘media * SD. Determinado
mediante medidas en TEM de al menos 100 particulas. ¢eDeterminado mediante las isotermas de adsorcién-desorcion (método BET-BJH).
No determinado.
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De esta forma, las particulas del MOF se consumen
gradualmente, liberando hexacianoferrato(Ill) en la medida que
los iones OH- difunden hacia el interior, y como resultado de
esto, crece un composite de Gd(OH)s y SiO,. El patréon de XRD
en polvo muestra un material amorfo (Figura III.3 en el
ANEXO III), con un area superficial BET y porosidad muy bajas
(11,7 m2 g'1) (Tabla 1 y Figura III.4 en el ANEXO III).

Figura 3. Estudio de microscopia electronica de las
nanocruces/nanovarillas del GdFe sintetizadas. (a, b) Imagenes de
TEM que muestran el aspecto de las nanoparticulas de GdFe. (c) La
imagen STEM muestra la porosidad del MOF original. (d-f) Imagenes
FESEM. (d) Muestra el aspecto de las particulas de GdFe, mientras
que (e, ) muestran nanocruces individuales en detalle. (g-i) imagen
STEM (g) e imagenes de mapeo elemental por EDS de una nanocruz
de GdFe (h, i).
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Mediante un estudio de TEM (Figura 4) confirmamos que la
morfologia no experimenta cambios significativos en el proceso
de transformacion del MOF GdFe al nanocomposite GdSi,
aunque las cruces y varillas nanométricos presentan un
diametro promedio ligeramente mas pequeno. Ademas, a pesar
de las observaciones de Lou y colaboradores sobre microcajas
de azul de Prusia,2526 nuestras particulas transformadas son
en su mayoria densas, y solo se encontraron unas pocas
unidades huecas (Figura 3c). Atribuimos tal caracteristica
diferente del material a la nanoescala, ya que la difusién de los
iones OH- hacia el interior de las particulas es mas rapida en
particulas mas pequenas y el compuesto Gd(OH)3-3SiO2xH20
precipita rapidamente para rellenar el espacio vacio dejado por

la liberacion del [Fe(CN )s]3-.

De lo contrario, las estructuras huecas restantes se vuelven
inestables y colapsan (Figura 4d y h). El analisis por EDS es
consistente con la estequiometria esperada (relacion atomica
de Gd: Si de aproximadamente 2: 3), y demuestra una
eliminacion de hierro casi completa (Tabla 1 y Figura III.5 en
el ANEXO III). Ademas, la distribucién espacial del Gd(OH)s y
SiO2 en particulas aisladas puede verse claramente mediante
un mapeo elemental (Figura 4i-1), que ilustra tanto la
distribucion homogénea de Gd y Si, como la extracciéon del

hierro.

Por otro lado, debe tenerse en cuenta que los nanomateriales
densos generalmente muestran algunas limitaciones para su
aplicacion en sistemas quimicos y biologicos, ya que suelen

presentar baja estabilidad en fase liquida, interaccién limitada
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entre centros activos y moléculas reactivas y fuertes

restricciones superficiales para la unién de moléculas.

Figura 4. Estudio de microscopia electréonica de las nanocruces y
nanovarillas del GdSi sintetizadas usando analogos del azul de Prusia
como plantillas a temperatura ambiente. (a-d) Imagenes TEM. (a) y (b)
muestran el aspecto de las nanoparticulas de GdSi. Ocasionalmente,
se pueden encontrar particulas vacias (c), aunque la mayoria de ellas
se vuelven inestables y colapsan (d). (e-h) Imagenes FESEM. (e) y (g)
Muestran la apariencia de las particulas de GdSi, mientras que (f)
muestra una nanocruz en detalle y en (h) se presentan algunos
fragmentos vacios. (i-1) imagen de STEM (i) e imagenes de mapeo
elemental por EDS de una nanovarilla de GdSi (j-1).

En este sentido, el desarrollo de un perfili mesoporoso en
nanoparticulas de GdSi podria proporcionar estabilidad
coloidal, al tiempo que introduciria nuevas caracteristicas
superficiales y texturales.?” De esta forma, es posible promover
la porosidad en nanoparticulas de silice mediante un
tratamiento hidrotermal en medio alcalino con un agente
director de estructura, como el CTAB.20.21.28 Aqui, con un

control preciso de las variables de sintesis, se produjo una
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transformacién del GdSi amorfo y denso sin cambios en su
morfologia y tamano, lo que dio como resultado nanocruces y
nanobarras mesoporosas, uniformes y monodispersas (mGdSi-
n). La disolucion de silice amorfa tiene lugar desde la superficie
exterior a la pared interna del GdSi, y el equilibrio entre la
generaciéon de especies de silicato y la incorporacion
simultanea del surfactante dentro de la matriz inorganica debe
mantenerse para el crecimiento de la plantilla micelar
apropiada para la formacién de la mesofase creciente.
Suponemos que la silice es el Unico componente del
nanocomposite involucrado en el proceso, ya que el Gd(OH)s
muestra una estabilidad muy alta en medio alcalino (producto
de solubilidad, Kps = 1.8 x 10-29). Sin embargo, se espera que la
dispersion homogénea de los nanocristales de Gd(OH)s y SiO2
en el compuesto favorezca al crecimiento de la pared
mesoporosa por este mecanismo. Ademas, después de la
calcinacion a 500 °C, el patron de DRX en polvo continua
correspondiendo a un sélido amorfo (Figura III.3b y c en el
ANEXO III). Esto resulté sorprendente, ya que se esperaba que
el tratamiento térmico aire a 500 °C diera lugar al crecimiento
de pequenos cristales de Gd203.2° Para mayor claridad,
calcinamos la muestra mGdSi-4 a 700 °C en aire durante 6 h,
y se obtuvo nuevamente un material completamente amorfo
(Figura III.3d en el ANEXO III). Esto se debe al tamano muy
pequeno de las particulas altamente dispersas de Gd(OH)s y
SiO; en el nanocomposite, y a la mutua inhibicién del

crecimiento cristalino de ambos compuestos.26

Sin embargo, el perfil obtenido en las isotermas de adsorciéon-
desorcién de nitrogeno indica que durante el tratamiento

hidrotermal la incorporacién de CTAB en la matriz densa del
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GdSi conduce a una mesofase que, después de la calcinacién,
aumenta su area superficial un orden de magnitud (94 m2 g1,
Tabla 1 y Figura III.6a en el ANEXO III). Si el tratamiento
hidrotermal se prolonga, el area BET sigue aumentando, pero
la propagacién de la porosidad es mucho mas lenta (140,6 m?2
gl tras 48 h, Tabla 1 y Figura III.6b-d en el ANEXO III). De
hecho, cuando calculamos la fraccion de surfactante
incorporada en las muestras tratadas hidrotermalmente (Tabla
1), se observa que el proceso se completa en las primeras 12 h.
Ademas, se ha encontrado pequefnas diferencias en el tamafo y
la distribucién de los poros en estos materiales, con un
diametro de poro promedio de aproximadamente 3.6-3.8 nm

(Tabla 1 y Figura IIL.7 en el ANEXO III).

Nuestro estudio de microscopia electronica por TEM y FESEM
(Figura 5 y Figura III.8 en el ANEXO III) no revela cambios
significativos en la forma y el tamafo de las particulas después
de la incorporacion del surfactante en la matriz del GdSi. Las
imagenes de TEM (Figura 5a y b) muestran nanoparticulas
monodispersas con mesoporosidad bien desarrollada. Aunque
es posible encontrar algunas disposiciones hexagonales locales
de P6mm (Figura 5b), no se observa un orden de largo alcance
en esta compleja estructura porosa, donde los mesocanales no
se alinean sobre toda la particula, sino que forman poros de
tipo agujero de gusano, que se distribuyen aleatoriamente en
todas las direcciones. Dicha mesofase desordenada se debe
probablemente a la baja alcalinidad del gel de sintesis (OH-
/SiO2 = 0.15), ya que la cinética de la transformacion del GdSi
inicial depende fuertemente de la concentracién de alcali.2% Por

el contrario, bajo estas condiciones de sintesis, las particulas
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adquieren un grado de agregaciéon muy bajo, lo que conduce a

particulas totalmente discretas.

Figura 5. Estudio de microscopia electrénica de nanocruces y
nanovarillas mGdSi-n obtenidas a través de transformaciéon
hidrotermal del GdSi preformado a 100 °C. (a, b) Imagenes TEM de
nanoparticulas mGdSi-4 (a) y su mesofase porosa irregular, tipo
agujero de gusano (b). Sin embargo, es posible encontrar alguna
disposicion local de microestructura en simetria hexagonal (circulo
amarillo). (c, d) imagenes FESEM de particulas mGdSi-4 (c) y mGdSi-
48 de una sola particula que presenta un dafo severo debido a un
tratamiento hidrotermal largo. (e-h) Imagen STEM (e) e imagenes EDS
de mapeo elemental de una nanocruz de mGdSi-4 (f-h).

A pesar de las condiciones relativamente suaves utilizadas en
el tratamiento hidrotermal, no es recomendable mantener la
mesofase final durante un periodo de tiempo prolongado (t> 24
h), ya que no se logra incorporacion adicional de surfactante y,
en cambio, si se produce disolucion parcial de los
nanocristales, estropeando el material hibrido (Figura 5d).
Como consecuencia, la relacion cruces: varillas disminuye a 1:
3 (Tabla 1). Sin embargo, no se observan cambios
composicionales en el nanocompuesto mesoporoso segin el
analisis por EDS (Tabla 1, Figura S5e-h y Figura III.9 en el
ANEXO III). Los resultados del mapeo elemental demuestran la

distribucion homogénea de Gd y Si dentro de las particulas,
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que corresponden a los pequenos cristales de Gd;O3 y SiOg, asi

como a la presencia residual del hierro no extraido.

Finalmente, se espera que el desarrollo de mesoporosidad en
un material denso de silice aumente la fraccion de silanoles
aislados en su superficie.30 Desde un punto de vista
semicuantitativo, esto deberia exhibir un incremento
significativo de una banda de tension de OH-, centrada
alrededor de 3700 cm-l. Esto se puede apreciar claramente al
comparar los espectros de FTIR de las muestras GdSi y mGdSi-
4 (Figura 6). Mientras que no se observa senal en el material
denso y seco en el intervalo de 3300-4000 cm-!, una banda a
3730 cm! ilustra la vibracion de tensién de las especies Si-OH
en la muestra mGdSi-4. Esta banda aumenta notablemente en
el nanocompuesto mGdSi-48, probablemente como
consecuencia de la destrucciéon parcial del material, lo que

provoca un aumento adicional de las especies silanol.
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Figura 6. Espectros de IR representativos de los materiales secados a
(400 °C) que ilustran la vibracion de tensién de las especies Si-OH en
mGdSi-n: (a) GdSi; (b) mGdSi-4; y (c) mGdSi-48.
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5.2.2 Medidas de relajatividad y RMI in vitro

La eficiencia de las muestras GdSi y mGdSi-4 como ACs
ponderados en T: o T, para RM se evalué midiendo las
velocidades de relajacién longitudinal (ri) y transversal (r) de
los protones del agua en suspensiones acuosas del material a
temperatura ambiente en una unidad Philips Achieva X-Series
de RMI de 3 T. Se prepararon coloides estables en disoluciéon
acuosa de goma de xantano (0,1%) con una concentraciéon de

Gd3* en el intervalo de 0,05-1,00 mM.

Los valores de r y r» se determinaron, respectivamente, a partir
de las pendientes de la grafica de 1/T: (s1) y 1/T» (s'}) frente a
la concentracion de Gd3* (mM, Tabla 2), siguiendo el modelo de
la ecuacion 5.3. Con fines comparativos, se llevaron a cabo las
mismas medidas con la sal gadopentetato de dihidrogeno que
es un AC comercial (Aldrich) equivalente al gadopentetato de
dimeglumina utilizado en la practica clinica (Magnevist®). Debe
tenerse en cuenta que cuando el valor de n/r es cercano a 1
se favorece la aplicacion como AC positivo (brillante), mientras
que si esta relacion es mucho mas alta que 1 el AC funciona

mejor para contraste negativo (oscuro).3!

Tabla 2. Relajatividades del mGdSi-4 y el Gd-DTPA
(intensidad de campo magnético, Bo=3 T).

Muestra ri1/stmM:-! r2/s1-mM-! r2/11
Gdsi 2,6 3,6 1,4
mGdSi-4 2,0 3,1 1,5
Gd-DTPA 3,8 3,0 0,8

Como se puede ver en la Tabla 2, ambas muestras basadas en

el nanocomposite de Gd-Si presentan una capacidad de
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relajacién transversal similar a la del complejo soluble de Gds+,
pero con un valor de r ligeramente inferior. Esto resulté
sorprendente, porque en el caso de las nanoparticulas con un
numero creciente de centros paramagnéticos, con respecto al
complejo mononuclear Gd3*, se esperaba una mejora de la
relajatividad longitudinal debido al efecto cooperativo y la
accesibilidad a todos los sitios donde se encuentra el Gds3*
(superficie y seno del material), especialmente en el caso del
material mesoporoso.2® Atribuimos este hecho a algunas
restricciones para la interacciéon de los protones de agua con
los ntcleos de Gd3+ debido al tamano relativamente grande de
estas particulas (alrededor de 200 nm de diametro promedio).
En este sentido, aunque la pared mesoporosa puede favorecer
la difusion del agua dentro de las particulas del
nanocomposite, el entorno hidrofébico dentro de los canales y
su caracter irregular (“agujeros de gusano”), limitan la
accesibilidad a los iones GdS%*, de manera que algunos centros
paramagnéticos podrian estar fuera del alcance de los protones

del agua.

No obstante, con un valor n/n cercano a 1, se espera que
estos materiales mejoren las imagenes de RMI tanto en
contraste positivo como negativo. Desafortunadamente el gran
tamano de estas particulas no los hace tutiles para su
aplicacion como agentes de contraste,32 lo cual nos motivo para
buscar como desarrollar nuevos ACs mas pequefnos usando
esta metodologia como base. Para ello, y dado que el material
GdSi mostr6 gran estabilidad en medio acuoso y buenos
valores de relajatividad r: y re, se decidié optimizar el proceso

de sintesis, con vistas a obtener nanoparticulas de menor
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tamafio en las que aumenta la interaccion de los protones del

agua con los centros magnéticos.

5.2.3 Optimizacion de la sintesis de nanoparticulas Gd-Si

como agente de contraste T

Con la metodologia desarrollada en el apartado anterior se ha
obtenido un nuevo AC tal como se esquematiza en la Figura 7
siguiendo la estrategia de sintesis de nanoparticulas de éxido
de Gd-Si preformadas. En primer lugar, se desarrollé un
método mejorado para la preparacion del analogo del azul de
Prusia GdFe con un tamano de particula pequeno, solventando

asi el problema que se nos presenté con el material anterior.

~ TD
) ( .
[\ [ o - N ) s
N I s e B BN L EPN ) G
{3 / "‘*/m\“‘ ’ ‘ P ) - ) ——3
Gd(H,0),[Fe(CN)] Gd(OH),-Si0,xH,0 Gd(OH);-Si0,'xH,0@PEG;

(1)  GA(NO,);'6H,0 en EtOH:H,0 (2.5:1v/v)
(2)  Na,Si0, en EtOH:H,0 (2.5:1v/v)

(3)  APTES en tolueno anhidro

()  PEG, en diclorometano anhidro

Figura 7. Esquema sintético de las nanoparticulas de 6xido de Gd-Si,
usando Gd(H20)4[Fe(CN)s] como plantilla.

Se obtuvieron particulas en forma de varillas, monodispersas,
de alta pureza y con una longitud promedio de 94 nm (ver
Tabla 3). La estructura cristalina de esta red de coordinacion
tridimensional, concuerda con el Gd(H20)4Fe(CN)s] (Figura
III.10 en el ANEXO III).23 El analisis elemental llevado a cabo
por EDS revela una distribucion muy homogénea y uniforme de

Gd y Fe en las particulas (Mapeo elemental, Figura 8).
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Tabla 3. Caracteristicas composicionales y texturales de los
materiales sintetizados.

Muestra  Formula Molecular  Composiciéon Atémica (%)? Tamafio (nm) Area BET
Gd  Fe si TEMe pLgd  (m*gh)”
GdFe Gd(H,0)s[Fe(CN)s] 52,8 47,2 - 94,2+ 355 nd¢ nde¢
GdSi Gd(OH),'38i0,xH,0 18,6 1,3 80,1 75,2+ 24,0 84+ 44 19,0

aSe determiné mediante el estudio EDS. PAnalisis de area superficicial por el
método de Brunauer-Emmet-Teller (BET). emedia + SD. Determinado mediante
medidas en TEM de al menos 200 particulas. dDispersiéon de la luz difusa
(DLS). eNo determinado.

El proceso sintético llevado a cabo con este material progresa
de la misma manera que con los cristales mas grandes. Se
superponen las cinéticas de liberacion de especies [Fe(CN)¢|3- y
difusiébn de OH- en el material, produciendo a su vez SiOa,
siguiendo las ecuaciones quimicas 5.4, 5.5 y 5.6 expresadas en
la transformaciéon del material de mayor tamano (Apartado
5.2). El estudio de microscopia electrénica por TEM y FESEM
(Figura 9) confirma que la morfologia no experimenta cambios
significativos, aunque las varillas nanomeétricas presentan un
diametro promedio ligeramente mas pequeno (75 nm). Como ya
se ha detectado con otras morfologias a nanoescala,??2 nuestras

particulas transformadas son totalmente densas.

El analisis de EDS es consistente con la estequiometria
esperada (relacion atomica de Gd: Si de aproximadamente 2:
3), y demuestra una eliminacién del hierro casi completa (Tabla
3). Ademas, la distribucion espacial de Gd(OH)z y SiO; en
particulas aisladas puede verse claramente por mapeo
elemental (Figura 9c-h), que ilustra tanto la distribucion
homogénea de Gd y Si, como la extraccion del hierro. En este
caso también se traté6 de desarrollar porosidad en la superficie
de las particulas, mediante transformacién pseudomorfica. Sin

embargo, estas particulas tan pequenas no resistian el
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tratamiento hidrotermal de incorporaciéon del surfactante,
sufriendo un proceso de redisolucion y posterior maduracion

de Oswald?®1o que hace inviable la sintesis.

Figura 8. Estudio de microscopia electrénica de las nanovarillas de
GdFe sintetizadas. (a-b): Imagenes TEM (a) y FESEM (b). (c) Imagen
STEM con analisis EDS siguiendo una linea recta a través de una
particula individual. Leyenda: linea azul = Gd; linea roja = Fe (d-f):
imagen STEM (d) e imagenes de mapeo elemental por EDS de una
nanobarra de GdFe (e-f).

La muestra GdSi presenta un buen patron de estabilidad para
uso en medio biolégico. En este contexto, el diametro
hidrodinamico, segin lo determinado por DLS (Figura III.11
en el ANEXO III), es 83,9 + 44,1 nm, estd muy cerca de lo
determinado por TEM, y con una estrecha distribucion de
tamano, lo que indica que la mayoria de las particulas estan

monodispersas.

202



Capitulo V. Desarrollo de nanomateriales para agentes de contraste en
resonancia magnética para imagen (RMI) basados en redes organometalicas

Figura 9. Estudio de microscopia electronica de nanovarillas de GdSi
obtenidas por transformaciéon alcalina del GdFe precursor. (a, b):
Imagenes TEM (a) y FESEM (b) de las nanoparticulas de GdSi; (c)
analisis elemental por EDS; (d) Imagen STEM con analisis EDS
siguiendo una linea recta a través de una particula individual.
Leyenda: linea azul = Gd; linea roja = Fe; linea verde = Si; (e-h) Imagen
de STEM (e) e imagenes de mapeo elemental por EDS de dos
nanovarillas de GdSi (f-h).

Al igual que en el caso anterior, para determinar la eficacia del
agente de contraste se calcularon sus valores de relajatividad
longitudinal y transversal, extrayéndose de la pendiente de las
curvas 1/T, (s'!) frente a la concentracion de cation

paramagnético (Gd3*, mM), segtin el modelo de la ecuacion 5.3.

Como puede verse en la Figura 10, la muestra de GdSi
presenta valores de relajatividad longitudinal (r1=5,6 s'' mM-1) y
transversal (n=8.2 s'1 mM-1), respectivamente, 1,5 y 2,7 veces
mayores que los correspondientes al quelato soluble de Gds3*.
Esto concuerda con las observaciones de otros autores para
diferentes nanoparticulas de silicato de Gd.33 En este punto,
debe considerarse la alta concentracion de Gd (320 mg/g)
presente en este material. Con respecto al complejo

mononuclear de Gd3*, la gran densidad de centros
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paramagnéticos en la nanoparticula acorta T; y T», debido a un
efecto cooperativo y la accesibilidad de las moléculas de agua a

todos los centros de Gd3+ (superficie y seno).23

AUT;=1,0171 + 8,1813x[Gd™]
8 R?=0,9988

1IT,=0,4777 + 5,5641x[Gd*]
R?=0.9961

= 3
/m 0,4109 + 4,1225x[Gd**] 2f 11T,=10,8287 + 3,2820x[Gd™]

(1Tl
o

=

(UT)s

— R?=0,9999 | B R?=0,9744
%0 o0z o4 06 08 10 %0 o0z 04 06 08 10
Gd*/mM Gd*/mM

Figura 10. Medidas de la velocidad de relajacion ponderadas en Ti (a)
y en Tz (b) frente a la concentracion de disoluciones acuosas de GdSi
(0,1% de goma de xantano) en un campo magnético de 3 T. Leyenda:
(Cuadrado rojo) GdSi; (Circulo azul) Gd-DTPA.

De hecho, la mejora del valor de r y m respecto a los
presentados en la seccién 5.2.2 puede atribuirse al aumento de
la superficie especifica de contacto con las moléculas de agua,
dado su menor tamano y buena dispersion. Por lo tanto, es
evidente que no existen restricciones de difusién entre las
moléculas de agua y los sitios de Gd3* ubicados en la matriz de
silicato. Ademas, debe tenerse en cuenta que la presencia de
una pequena cantidad de cationes Fe3* en la muestra de GdSi
sintetizada (Tabla 3) podria contribuir a reducir el valor de T5.
En este sentido, con una relacion rn/rn de aproximadamente
1,5, se espera que este material mejore las imagenes de RMI
sobre todo en contraste positivo. Para verificar atn mas la
capacidad del nanomaterial GdSi, recolectamos imagenes in
vitro (phantoms) de RMI. Se tomaron secciones en orientacion

coronal con concentracion variable de AC o de gadopentetato.
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Los resultados muestran que las imagenes T se vuelven
progresivamente mas brillantes a medida que aumenta el
contenido de nanoparticulas (Figura 10). También, las
imagenes ponderadas en 7T, se vuelven mas oscuras con el
aumento de la concentracion de Gd3*, pero con un menor
efecto que el contraste positivo. En todos los casos, la
sensibilidad de este sistema es mayor que la del quelato
comercial de Gd3*. Esto nos animé a probar estas

nanoparticulas magnéticas en condiciones biolégicas.

OmM  0.05mM 0.10mM 020mM 100mM | T. 0.05mM 0.10mM 020mM 1.00 mM

~ 00000~ LO0O®®
QP Q@OO®0-"0000®

Figura 10. Secciones de RMI ponderadas en Ti (izquierda) y T2
(derecha) de disoluciones acuosas de GdSi (0,1% goma de xantano),
con concentraciéon de Gd3+ variable, campo magnético de 3 T y tiempo
de eco de 2 ms (T1) y 203 ms (T2).

5.2.4 Estudio de citotoxicidad

Con el fin de validar la potencial capacidad de accion de las
nanoparticulas de Gd-Si en un entorno biologico, se evalué su
viabilidad celular 24 horas después de la incubaciéon con la
muestra de GdSi midiendo la conversion del bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-5-difeniltetrazolio (MTT) en su forma
de formazan siguiendo procedimientos estandar. Para estos
experimentos, utilizamos fibroblastos sanos (linea celular 3T3)
y varias lineas celulares cancerosas (células HeLa, células
multiformes de glioblastoma 42-MG-BA y células de
neuroblastoma SH-SYS5Y) en el rango de concentraciones (0,25-

100 pg' mL1). Los resultados (Figura 11) indican que la
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supervivencia celular fue siempre de alrededor del 70% o
superior, incluso a la concentracion maxima de particulas. A
pesar de las limitaciones del ensayo MTT para una
determinacién de viabilidad celular precisa, estos resultados

corresponden a un perfil de biocompatibilidad aceptable.

Gd3**/nM
0 0.50 1 2 20 40 80 120 160 200
| | ]

110 | 1 | | | | - |
100 -
N
T
3 90 -
Q
(&}
T 80
©
h=
o) -
= 70 Hela
> ——— Fibroblastos 3T3
60 Glioblastoma 42MGBA
Neuroblastoma SH-SY5Y
50 | 1 | | | | |

1 | |
0 025 0.50 1 10 20 40 60 80 100
GdSi/ug mL1

Figura 11. Ensayos de viabilidad celular in vitro MTT en diferentes
lineas celulares incubadas con concentraciones variables de
nanovarillas magnéticas de GdSi (media + SEM, n = 4). El eje X
superior indica la concentracién de Gd3* equivalente a las
concentraciones de GdSi mostradas en el eje X inferior.

5.2.5 Estudio de imagenes de RMI in vivo

Cuando se introducen nanoparticulas no protegidas en sangre,
éstas sufren una fuerte adsorcion de proteinas (proceso de
opsonizacién), lo que da como resultado la formaciéon de la

corona de proteinas, que promueve una mayor interaccién con
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los elementos celulares del sistema reticuloendotelial (RES).34
Como consecuencia, las particulas se eliminan rapidamente de
la sangre y se acumulan en los tejidos del RES, principalmente
higado, bazo y pulmones. En consecuencia, para el estudio in
vivo del agente de contraste GdSi, primero modificamos la
superficie de las nanovarillas con una cadena corta de
polietilenglicol, conteniendo apenas 3 unidades etilenglicol
(PEG3). De esta forma, se espera que las nanoparticulas
prolonguen su circulaciéon en el torrente sanguineo, y
finalmente se eliminen del cuerpo principalmente por via renal
(orina) y hepatica (biliar).3536 Entonces, se inyecté 1,0 mL de
un coloide estable de 5 mg mL-! de GdSiprc en glucosa al 5,5%
en la vena cateterizada de la cola de ratas macho Sprague-
Dawley sanas (3 especimenes) como un bolo (0,04 mmol de Gd
kg1). Posteriormente, se adquirieron las imagenes ponderadas
en T y T> antes (linea base) y después de la administracion del

AC mediante el uso de un escaner horizontal de 7 T.

La Figura 12 muestra imagenes coronales ponderadas en T de
los rifiones (Figura 12a y b, flechas rojas) e higado (Figura 12c
y d, flechas rojas), respectivamente, antes (Figura 12a y c) y
después (Figura 12b y d) de la administraciéon del AC. Estos
organos reciben la mayor parte de la corriente sanguinea por lo
que se produce una gran acumulacién de particulas en ellos, lo
cual promueve una mejora notable del contraste de RMI Ti. En
los rinones se produjo un aumento del 7% en la intensidad de
la senal (IS) de RMI después de la administracién del AC. En el
higado se mostraron cambios no homogéneos, probablemente
debido a la restringida biodistribucion y farmacocinética de las
nanoparticulas, habiendo algunas areas que representan

grandes cambios hasta el 21% (Figuras 12c y d, punta de

207



Capitulo V. Desarrollo de nanomateriales para agentes de contraste en
resonancia magnética para imagen (RMI) basados en redes organometalicas

flecha) mientras que otras areas no mostraron cambios o
incluso una disminucion en la IS. La mejora del contraste en el
higado se mantuvo al menos una hora, tiempo que seguimos el
agente de contraste por RMI. Podemos plantear la hipétesis de
que el contraste se potenciara durante mas tiempo, ya que
cuando detuvimos la adquisicibn aun podiamos detectar
mejora en la intensidad de la sefal con respecto a la linea

base.

Nuestro sistema GdSi muestra una gran estabilidad y un perfil
de seguridad superior en fluidos biolégicos en comparacién con
otras nanoparticulas magnétias estudiadas recientemente,37.38
ya que no se observo lixiviacion de cationes en las pruebas de
disolucion llevadas a cabo durante 24 h. Ademas, aunque este
no fue el objetivo de este trabajo, en el caso de su aplicacion al
estudio de desarrollo tumoral, la direccién de nanoparticulas
de Gd-Si a células cancerosas puede favorecerse mediante la
incorporacién superficial de motivos directores especificos

hacia células que se dividen rapidamente.3°

Por el contrario, a pesar de los buenos resultados de RMI in
vitro presentados anteriormente para Ti, debemos decir que no
se observo un cambio significativo en las imagenes ponderadas

en T» después de la administracion del AC.

5.3 Desarrollo de un agente de contraste dual, T:-T>,

estable en medio biolégico

Los buenos resultados obtenidos en cuanto a la sintesis
controlada del analogo del azul de Prusia Gd(H20)4[Fe(CN)g],
pudiendo dirigir su sintesis hacia la obtencién de nanocristales

de determinada forma y tamafno y su uso como plantilla para el
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disenio de agentes de contraste positivos biocompatibles nos
animé a tratar de aprovechar la presencia cercana de los
cationes Fe3* y Gd3* en su red cristalina con el fin de elaborar
un agente de contraste dual capaz de disminuir eficazmente
ambas velocidades de relajacion de los protones del agua asi
como no lixiviar cationes al organismo garantizando una

aplicacion segura de este nuevo AC.

Figura 12. Imagenes coronales ponderadas en T in vivo adquiridas de
una rata macho Sprague-Dawley bajo un campo magnético de 7 T. (a,
c) Control (linea base) sin administracién de NPM. (b, d) Adquisicion
30 minutos después de la inyeccion de nanoparticulas de GdSi (0,04
mmol de Gd3* kg-1). Las lineas rojas muestran los rifiones (a, b) y el
higado (c, d).

La estrategia de modalidad de contraste dual Ti-T» puede
proporcionar imagenes complementarias de 71 y T> en RM, lo

que permite aislar las senales de los artefactos de los agentes
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de contraste en la region de interés.*® Una adquisicion dual
ideal de T:-T» usando RMI seria la mejor opcién para tejidos
con moderados tiempos de relajaciébn T y 7T, tales como

higado, rifones, musculo y materia cerebral.4!

En una estructura como la del Gd(H20)4[Fe(CN)s] el campo
magnético local inducido por los centros superparamagnéticos
de Fe promueve la alineacién de los espines de los atomos de
Gd en la misma direccién, lo que produce un aumento del
efecto de contraste 714243 que, junto con la fuerte actividad de
contraste T, asociada a los atomos de Fe, puede promover una
combinacién centros magnéticos en la misma red para RMI
dual. Desafortunadamente, a pesar de los buenos resultados
de relajaciéon obtenidos en estudios in vitro, el uso clinico de los
derivados del azul de Prusia como ACs en RMI no resulta
seguro debido a su solubilidad parcial en medio acuoso a pH
fisiologico, liberando cantidades toxicas de ambos cationes,
Gds* y Fed*. Sin embargo, esta situacion podria solventarse si
las nanoparticulas del analogo del azul de Prusia con Gd se
protegen con un fino revestimiento de silice estable y
diamagnético. Como ya hemos demostrado, esto no es posible
en medio alcalino, ya que el azul de Prusia y sus analogos
reaccionan con silicato soluble, desencadenando un proceso de
intercambio i6énico que da como resultado una pérdida
completa del hierro con condensacion estequiométrica de
hidréxido de gadolinio y silice, para dar el material compuesto
Gd(OH)3-3SiO2'xH20.4445 Para llevar a cabo con éxito el
recubrimiento de las nanoparticulas de Gd(H20)4[Fe(CN)¢] fue
necesario activar la polimerizacion del silicato a pH neutro.
Para este proposito, optamos por una estrategia sintética

biomimética para activar la silice a pH~7 mediante el uso de un
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analogo funcional de la proteina silicateina a (la trietilamina,
TEA)* como catalizador. Mediante el control preciso de la
preparacion del Gd(H20)4[Fe(CN)¢], ademas de la hidrélisis y
polimerizaciéon de silano, hemos obtenido nanoparticulas del
material hibrido Gd(H20)4[Fe(CN)s]@SiO2, muy estable en
fluidos biolégicos, con ajustado disefio de tamafio y morfologia
(de nanocruces a nanovarillas). La combinacién de centros
magnéticos de Gd y Fe estrechamente empaquetados en la
misma estructura cristalina favorece un efecto magnético
sinérgico, que produce una notable mejora de la relajatividad
longitudinal con respecto a los quelatos solubles de Gds+,
manteniendo la alta relajatividad transversal inherente a las

nanoparticulas de 6xido de hierro.

5.3.1 Sintesis y caracterizacion del agente de contraste
Gd(H20)4[Fe(CN)s]@SiO2@PEGs (GdFeSirec).

Las nanoparticulas magnéticas estables de Gd-Fe se
sintetizaron en dos pasos. Inicialmente, los centros
paramagnéticos de Gd3* y los superparamagnéticos Fe3* se
combinaron en la estructura del analogo del azul de Prusia
Gd(H20)4[Fe(CN)¢] (GdFe). A partir de este momento ejercemos
control sobre la forma y el tamafio de los hibridos resultantes
mediante la incorporacién variable de acido acético, obteniendo
nanovarillas uniformes monodispersas de aproximadamente
100 nm de diametro promedio (GdFe-1, sin acido acético) o una
mezcla de nanocruces y nanovarillas monodispersas de 260
nm de diametro promedio (GdFe-2, con acido acético).
Posteriormente, los cristalitos de GdFe aislados se recubrieron
con una capa fina de silice mediante la polimerizacién del
TMOS a pH neutro en presencia de analogos de silicateina a

(TEA), obteniéndose particulas de Gd(H20)4[Fe(CN)e]@SiO2 con
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la misma forma y tamano que el analogo de azul de Prusia
primitivo (GdFeSi-1 y GdFeSi-2, respectivamente). La secuencia
para obtener las diferentes muestras de GdFeSi se esquematiza
en la Figura 13. Con fines comparativos, hemos incluido la
ruta alternativa correspondiente a la polimerizacion de silicato
sobre particulas de GdFe en medio alcalino, para dar

nanoparticulas del composite Gd(OH)3'3SiO2 xH20.44:45

Finalmente, para los estudios in vivo, las muestras de GdFeSi
se silanizaron con APTES y se hicieron reaccionar con un
precursor de PEGs para desarrollar un analogo del azul de
Prusia con gadolinio recubierto de silice con un polietilenglicol
de cadena corta decorando su superficie (GdFeSiprg). En la
Figura 13 también se muestra una representacién artistica del

material final GdFeSipgg.

En el esquema de sintesis (Figura 13) hay dos puntos cruciales
a tener en cuenta: i) el papel del acido acético en la
distribucion de formas y tamanos de los nanocristales; y ii) un
control preciso del pH durante la polimerizacion del silicato. Se
pueden obtener nanocristales de Gd(H20)4[Fe(CN)¢] con una
morfologia dual bien definida (cruces y varillas, con un
diametro promedio de mas de 260 nm, y una relacion de forma
en torno a 1:2, determinada por TEM) o como simples
nanovarillas (diametro promedio de mas de 95 nm) (Tabla III.12

en el ANEXO III).

El GdFe obtenido es parcialmente soluble en agua, pero es
estable en una mezcla de EtOH: H,O (2,5: 1 v/v). Sin embargo,
si el proceso de revestimiento de silice se lleva a cabo con
silicato de sodio (pH> 8,5), tiene lugar una reaccién de

intercambio i6nico, dando como resultado la disolucion
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completa del GdFe y la precipitacién simultanea de Gd(OH)s
ecuaciones 5.4, 5.5y 5.6.

o, +* (EtN);[FeCN)g] Cobertura Interior Magnético:
'.,- 3 Biocompatible: PEG Gd(H,0),[Fe(CN)]
AN
. ° 0.%
sy N
‘.
“ ° ®
e,
"O
® Cubierta Diamagnética:

50 nm

sio,

Gd**/HOAc

GdSi GdSi
G(H,0),[Fe(CN)s] (GF-2) Gd(H;O)[Fe(CN)] (GF-1) I o
(Dp ~ 220 nm) (Dp ~ 100 nm)
Na,SiO, TMOS Na,SiO, T™OS
pH>8.5 pH=7 pH>8.5 pH=7
_— x ) " )
o~ ° - o -
o o —_— - -~

Gd(OH);'Si0;'xH,0 (GdSi)  Gd(H;0),[Fe(CN)s]@SiO, (GFS-2) Gd(OH);'SiO,xH,0 (GdSi) Gd(H,0),[Fe(CN)s]@SiO, (GFS-1)

Figura 13. Esquema de la estrategia biomimética seguida para
obtener los materiales GdFeSi y las rutas sintéticas alternativas. En el
recuadro se muestra una representacién artistica de las
nanoparticulas GdFeSirec finales.

De esta manera, como ya se demostr6 anteriormente, se
produce el nanocomposite Gd(OH)3-3SiO2xH2O (Figura 1).22.45
De otra manera, bajo pH neutro siguiendo una estrategia
sintética biomimética usando analogos funcionales de la
silicateina a como TEA, la pared de silice crece
homogéneamente sobre las nanoparticulas de GdFe
funcionalizadas con CPTMS, para dar el material GdFeSi. No se
observo disolucion significativa del compuesto de GdFe durante

el proceso de recubrimiento (la lixiviaciébn de hierro tifie

213



Capitulo V. Desarrollo de nanomateriales para agentes de contraste en
resonancia magnética para imagen (RMI) basados en redes organometalicas

rapidamente el medio de amarillo), dando como resultado
nanoparticulas de Gd(H20)4[Fe(CN)s]@SiO2 con la misma
morfologia y distribucion de tamanos que el analogo de azul de
Prusia con Gd. En este punto, se observa un ligero aumento en
el diametro medio de las particulas en el caso de las varillas
pequenas de la muestra GdFeSi-1. Sin embargo, el material
GdFeSi-2 sufre cierta reduccién del tamano de particula
después del recubrimiento de silice, que puede atribuirse a la
destruccion parcial de las nanocruces mas grandes durante el
tratamiento (como se confirma por la disminucién en la

relacion cruces: varillas, ver Tabla III.12 en el ANEXO III).

Se espera que estas nanoparticulas protegidas con silice sean
estables en medio acuoso, de acuerdo con un potencial Z
inferior a -10 mV (Tabla III.12 en el ANEXO III). Sin embargo, el
diametro hidrodinamico por DLS de las muestras GdFeSi en
agua (GdFeSi-1 = 124,7 + 81,9, GFS-2 = 343,7 £ 154,1) es
significativamente mayor que las medidas hechas por TEM
(GFS-1 = 106,7 = 33,5, GFS-2 = 230,3 + 35,5) (Figura III.13 en
el ANEXO III), que se debe a una cierta agregacion de las
particulas en el agua, con un indice de polidispersiéon (PdI) que
varia de 0,2 a 0,4 (Tabla III.12 en el ANEXO III). Su estabilidad
en PBS esta claramente comprometida por la alta fuerza ionica
de este medio, dando lugar a suspensiones muy inestables
donde la agregacion tiene lugar en gran medida (PdI = 1, Tabla
III.12 en el ANEXO III). Esto se supera notablemente mediante
la PEGilacion de las muestras (0,05-0,06 mmol de PEGs/g,
segin lo determinado por TGA). Se obtuvieron los diametros
hidrodinamicos en DLS para las muestras GdFeSi@PEG
(GdFeSi-1@PEG = 111,4 + 62,7, GdFeSi-2@PEG=228,9 + 79,3)

que son muy similares al tamano real determinado por TEM
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(Figura III.13 en el ANEXO III), los valores de PdI son
claramente inferiores que en las suspensiones de GdFeSi
(Tabla III.12 en el ANEXO III). Ademas, la PEGilaciéon reduce
significativamente la agregacién en PBS (aunque no la suprime
por completo), lo que permite preparar suspensiones
razonablemente estables de estas nanoparticulas. En este
sentido, la PEGilacién contribuye a minimizar la reaccién
inmunogénica bajo administracion intravenosa de dos formas:
por un lado, por la estabilizacion del coloide. Por otro lado,
limita o impide la interacciéon de los grupos funcionales en
superficie de las nanoparticulas con las proteinas

plasmaticas.4?

Los diagramas de rayos X en polvo revelan que la estructura
del GdFe se conserva completamente después del
recubrimiento con silice (Figura III.14 en el ANEXO III). La
PEGilacién tampoco modifica significativamente el patron de

DRX.

El estudio de microscopia electronica (Figura 14) confirma la
formacion de nanoparticulas monodispersas con una fina capa
de silice (6-10 nm de ancho), continua y homogénea sobre cada
nucleo de Gd(H20)4[Fe(CN)g]. El analisis de EDS es consistente
con la estequiometria esperada para el analogo del azul de
Prusia (relacion atémica Gd: Fe = 1), aunque existen pequenas
desviaciones que atribuimos a la precision de la técnica
analitica sobre las nanoparticulas individuales. Ademas, la
distribucion espacial de Si, Gd y Fe en particulas aisladas
observada mediante mapeo elemental (Figura 14i-1), ilustra la
distribucion homogénea de Gd y Fe en el nucleo, asi como la
presencia de Si exclusivamente en la cubierta. Esto se indica

claramente en la Figura 14d, que muestra analisis elementales
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por EDS trazados en linea sobre una particula, localizando Gd
y Fe dentro de las nanoparticulas y el Si en la parte exterior.
Tampoco, se aprecian cambios en la estructura estrechamente
empaquetada del analogo de azul de Prusia, asi como la
estimaciéon de la distancia interplanar del plano [112]
determinada por TEM que coincide bastante bien con el calculo

tedrico segun la ley de Bragg (Figura 14g-h).

Los resultados de FTIR mostraron dos picos a 2140 y 2150 cm-
1 correspondientes a la vibracion de tension del enlace Fe-CN-
Gd, y una vibracién adicional a 2070 cm™! (Figura III.15 en el
ANEXO III). La sefial de baja energia pertenece al ferrocianuro
[Fe(CN)e]*, que es probablemente generado por la reduccién del
ferricianuro [Fe(CN)g]3 por el alcohol durante la sintesis.2* Los
pequenos picos en el rango 1610-1630 cm! se asignan a la
vibracion 6(H-O-H).® Ademas de una senal aguda v(H-O)
presente a 3610 cm! y una banda ancha intensa y(H-O-H) en
el rango de 3000-3550 cm-1.4849 Después de dotar a las
particulas de GdFe con el recubrimiento de silice, aparece una
nueva senal amplia centrada en 1085 cm-!, correspondiente a
la vibracion v(Si-O-Si). Ademas, las muestras PEGiladas
muestran pequenos picos en el rango de 2850-2950 cm-1, que
se deben a las y(C-H) de los grupos metileno. El revestimiento
de silice resulta ser crucial para la estabilidad de estos hibridos
en fluidos fisiologicos. El material GdFe es parcialmente
soluble en agua y fluidos fisiolégicos, lixiviando cantidades
significativas de cationes metalicos en un periodo corto. Para
estudiar esto, dispersamos GdFeSi-lpgc a 37 °C en una
disolucion isoténica de glucosa al 5.5% en peso o en fluido
corporal simulado SBF y monitorizamos la concentracion de

metal lixiviado por ICP/ICP-MS (Figura III.16 en el ANEXO III).
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Core
Fe(CN);.4H

Figura 14. Estudio de microscopia electronica de los materiales
GdFeSi sintetizados. (a, b): imagenes generales de las muestras
GdFeSi-1 por TEM (a) y FESEM (b). (c) Imagen TEM de alta resolucion
de una nanovarilla de GdFeSi-1 que muestra su naturaleza nucleo-
cubierta. En el recuadro se muestra su representacion artistica. (d)
Los analisis de lineas segin EDS de una nanovarilla de GdFeSi-1
representan los cambios en la composicion desde la superficie exterior
de la particula al nucleo interno. (e) Imagen general de la muestra
GdFeSi-2 por STEM. (f) Imagen TEM de alta resoluciéon de una
nanocruz de GdFeSi-2 que muestra su naturaleza nucleo-cubierta. Un
aumento de esta imagen en (g) permite observar la estructura
estrechamente empaquetada del analogo del azul de Prusia y su plano
[112]. El calculo de la distancia interplanar por TEM sobre 10 laminas
(h) coincide estrechamente con el calculo tedrico segun la ley de
Bragg. (i-1) Imagenes de mapeo elemental por EDS de una nanocruz de
GdFeSi-2.

Desafortunadamente, en estas condiciones de prueba, la
mayoria del Gds3* liberado precipita rapidamente como
Gd(OH)3'xH20, permaneciendo en la bolsa de dialisis como un
polvo blanco insoluble, por lo que la concentracién de Gds*

obtenida de las muestras de dialisis es muy baja y no puede

217



Capitulo V. Desarrollo de nanomateriales para agentes de contraste en
resonancia magnética para imagen (RMI) basados en redes organometalicas

ser utilizada como patrén de lixiviacion de metales (la cantidad
total de Gd3* medida en disolucién por ICP-MS fue menor del
0.5%). En este contexto, en la Figura III.16 en el ANEXO III
muestra solamente la lixiviacion producida por el Fe3* en
disolucién de glucosa al 5.5% (segun lo determinado por ICP) y
en SBF (segun lo determinado por ICP-MS). Observamos una
lixiviacion de metal insignificante en las primeras 4 h (<1 %) y
aproximadamente 5-11 % tras 24 h, lo que hace que este
material sea adecuado para la MRI in vivo (la adquisicién de
imagenes no dura mas de 1-2 horas después de la
administracién iv). Ademas, incluso después de 7 dias, la
concentracion de metal lixiviado fue inferior al 25 % en ambos
medios. Esto también es importante, ya que implica una
degradacion de particulas muy lenta, lo que deberia permitir la
eliminacion casi por completo de las particulas por via renal y

biliar antes de alcanzar la toxicidad.35

Es notable que el proceso de recubrimiento es determinante no
solo para evitar la disolucién de analogo del azul de Prusia en
medio acuoso, sino también para aumentar el area superficial
del hibrido, ya que la estructura del GdFe es altamente
compacta y dificil de funcionalizar con ligandos organicos. En
este sentido, el patron de adsorcion obtenido de las isotermas
de nitrégeno sobre muestras cubiertas de silice corresponde a
materiales amorfos, no porosos, con un area superficial externa
superior a 60 m? g'! (Tabla 1112 y Figura III.17 en el ANEXO
Il). Esto es suficiente para la posterior incorporacion de
diferentes funcionalidades, como agentes terapéuticos,

compuestos directores y/o moléculas de PEG.
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5.3.2 Medidas de relajatividad y medidas de RMI in vitro

La eficacia del material GdFeSi como AC T y T» se evaluo
midiendo las velocidades de relajacién nuclear longitudinales
(n) y transversales (rz) de los protones del agua en
suspensiones acuosas a temperatura ambiente bajo campos
magnéticos de 3 T y 9,4 T. Los coloides se prepararon en
disolucién acuosa de goma de xantano (0,1% en peso) con una
concentracion de M3* en el intervalo de 0-1,00 mM (Gd3* para
Ti, Fe3* para Ty). Los valores de relajatividad se determinaron
de la pendiente de la recta 1/ T; frente a la concentracion de i6n
paramagético, siguiendo el modelo de la ecuacién 5.3. Con el
fin de comparar también se determinaron estos valores para la
sal dihidrégeno gadopentetato (Gd-DTPA, Sigma-Aldrich) (Tabla
4 y Figura III.18 en el ANEXO III).

Tabla 5. Relajatividades longitudinal y transversal de los
materiales hibridos GdFeSi y Gd-DTPA a 9,4y 3,0 T.

Muestra r r n/n
(st mM-1) (s mM-1)

Bo=9,4 (T)

Gd-DTPA 4,4 4,6 1,0
GdFeSi-1 13,1 66,6 5,1
GdFeSi-2 11,7 58,6 5,0
GdFeSi-1pea 20,8 69,9 3,4
GdFeSi-2prra 16,7 59,6 3,6
Bo= 3,0 (T)

Gd-DTPA 3,8 3,0 0,8
GdFeSi-1pea 27,0 35,1 1,3

Las muestras GdFeSi-1 y GdFeSi-2 muestran altos valores de
rn y r. en un campo magnético alto (9,4 T), aproximadamente 1

orden de magnitud superior al Gd-DTPA (Tabla 5).
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Se espera una dramatica reducciéon de 7T, con respecto al
quelato comercial a partir de la presencia de una gran
poblacién de centros de Fe3* en las muestras de GdFeSi. El
mayor valor de n en comparacion con las especies
mononucleares de Gd3* se debe principalmente al orden de los
espines de Gd3* que se disponen paralelos al campo magnético
local inducido por los dominios de los centros
superparamagnéticos de Fe3* bajo un campo magnético
externo.5° Ademas, la contribucion parcial en la reduccion de
T, por los sitios de Fe3* puede mejorar el efecto de contraste Ti.
Este efecto sinérgico es gracias al empaquetamiento
extremadamente denso de los iones Gd3* y Fe3* en la misma
estructura cristalina, los cuales estan conectados a través de
enlaces tipo ciano.23 En realidad, una vista en perspectiva de la
topologia de la red cristalina del GdFe en la Figura 15 muestra
dos distancias de enlace indirecto Gd-Fe, de 5,509 y 5,352 A.
Se observo un efecto sinérgico similar cuando se incorporaron
pequenos cristales de o6xido de Gd en nanoparticulas de

hierro.+2,43

Ahora, somos conscientes del hecho de que el recubrimiento
externo de silice podria ser un problema sobre las propiedades
magnéticas de las muestras GdFeSi, principalmente sobre la
relajacion  longitudinal. Segun la teoria de Solomon-
Bloembergen-Morgan, el acortamiento de 7T se relaciona con
interacciones de las moléculas de agua directamente unidas a
los centros magnéticos, correspondiendo al mecanismo de
relajacion de esfera interna.!?13 Esta interaccion se ve
obstaculizada en nanoparticulas completamente protegidas con

una cubierta homogénea de silice no porosa.
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Figura 15. (a) Vista en perspectiva de la topologia de red del
Gd(H20)4[Fe(CN)e], donde se han eliminado las moléculas de agua, por
claridad. El Gd esta en el centro de los prismas triangulares verdes; y
Fe esta en el centro de los octaedros azules. Cuando se considera el
agua, dos moléculas de agua se coordinan a cada atomo de Gd
generando una coordinacién de antiprisma cuadrado en la esfera de
coordinacion de los atomos de Gd. (b) Vista en perspectiva de la
estructura y coordinacién de un atomo de Gd en la estructura del
Gd(H20)4[Fe(CN)e]. Se han omitido dos moléculas de agua para mayor
claridad. Las distancias no enlazantes de la unién Gd-Fe son 5,509 A
4)y 5,352 A (2).

Sin embargo, los agentes de contraste pueden mostrar
relajacion incluso cuando no hay agua en la esfera de
coordinacion interna, y en este caso la relajacion proviene de la
contribucion de la esfera externa, donde las moléculas de agua
enlazadas a la superficie de silice se relajan mediante

mecanismos dipolares.8

La ganancia en r es claramente mayor en las muestras
PEGiladas (alrededor del 60% para GdFeSi-1 y el 45% para
GdFeSi-2, Tabla 5). Asi como la disminucion de T; esta
relacionada principalmente con el intercambio quimico de

moléculas de agua, y sus protones correspondientes, sobre los
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centros M3* en el régimen de la esfera del agua, lo cual significa
que Ti deberia mejorar cuando aumenta el area de superficie
externa de las particulas.581!2 En este contexto, la PEGilacion
estabiliza el coloide magnético reduciendo la agregacién de
particulas y el diametro hidrodinamico (Tabla III.12 y Figura
III. 13 en el ANEXO III), que magnifica la superficie de
interaccion con las moléculas de agua. Aqui, otros autores han
achacado el fuerte efecto de la PEGilacién sobre el intercambio
de agua y el acceso de la molécula de agua a los centros Gd3* y
su influencia sobre la relajatividad longitudinal.5! Por el
contrario, la PEGilacion muestra un efecto modesto sobre la
relajatividad transversal (un aumento muy pequeno de 2-4% en
un By = 9,4 T, Tabla 5), ya que rn depende poco de la
hidratacion de los iones metalicos, el tiempo medio de
residencia de la molécula de agua en la primera esfera de

coordinacion y la velocidad de caida de las especies.

En la misma linea, se asume que el modesto aumento de r; en
los hibridos GdFeSi-1 y GdFeSi-1pggc con respecto a las
muestras GdFeSi-2 y GdFeSi-2pec s consecuencia del tamano
de particula mas pequeno.#® Tal efecto es incluso mas fuerte
bajo el campo magnético de menor intensidad (3 T), con una
relacion rp/r cercana a 1 (muestra GdFeSi-1prg, Tabla 5). Esto,
junto con el valor relativamente alto de r, presenta un uso

potencial del material GdFeSi como un AC dual T:-T> para MRI.

Para verificar esta capacidad, se registraron imagenes de RMI
de las suspensiones preparadas en goma de xantano de
muestras GdFeSi-1pec (Figura 16). Con fines comparativos,
también se ensay6 con dos agentes T conocidos, el quelato

comercial Gd-DPTA (rnn = 4,1 mM! s1, rn = 3,3 mM! s)y
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nanoparticulas de 6xido de Gd-Si (GdSi, r1 = 5,6 mM1! s1, r, =
8,2 mM-1 s°1),45,52 Las imagenes se registraron como una oblea
en orientacién coronal. La Figura 16a muestra las imagenes
ponderadas en T; de los diferentes materiales a concentracion
variable de AC en funcién del contenido de Gds*. Tanto el GdSi
como el Gd-DTPA muestran una mejora de sefal similar en
funcién de su concentracién. Sin embargo, GdFeSi-1peg
muestra un efecto de contraste mucho mas fuerte, debido al
efecto sinérgico descrito anteriormente entre los centros
magnéticos de Gds3+ y Fe3*. Tales diferencias se destacan en
una imagen ponderada en 77 en orientacién transversal
obtenida a una concentraciéon de 1 mM de Gd3* en todos los
casos (Figura 16b). La Figura 16c¢c presenta las imagenes
ponderadas en T, correspondientes a estas muestras con una
concentracion variable de M3* (Gd3* para GdSi y Gd-DTPA, Fes*
para GdFeSi-1prg). Como se esperaba, el hibrido GdFeSi exhibe
un rendimiento superior de contraste oscuro debido a la gran
presencia de centros superparamagnéticos de Fe3* en su

estructura.
5.4.3 Estudio de citotoxicidad

Para valorar el uso potencial de las nanoparticulas de GdFeSi
en un entorno biolégico, se evalué su viabilidad celular 24 h
después de la incubacién con la muestra GdFeSi-1 mediante la
determinaciéon de la conversion del bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) en su forma
formazan, siguiendo procedimientos estandar. Para ello,
utilizamos fibroblastos sanos (linea celular 3T3) y tres lineas
celulares de cancer diferentes (células Hela, células de
glioblastoma multiforme 42-MG-BA y células de neuroblastoma

SH-SYSY) en un rango de concentraciones (0,25-100 pg mL-1).
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Los resultados (Figura III.19 en el ANEXO III) indican que
incluso con la mayor carga de particulas, la viabilidad celular
relativa era superior al 70%. En realidad, a pesar de las
limitaciones inherentes a la prueba del MTT para una
determinacién precisa de la viabilidad celular, estos resultados

corresponden a un perfil de biocompatibilidad aceptable.53

a T, 0 005 010 0.20 1.00 Control  GdSi GFS-1@PEG GA-DTPA c T 0 005 010 020 1.00

~- @ @O OO 00000
- 00000 - Ceoeo
« @@ @ @OR T,(1.00mM) «m )OO0 @

Figura 16. Imagenes RMI de la muestra GdFeSi-1 y dos agentes de
contraste Ti1 conocidos, Gd-DTPA comercial y nanoparticulas de 6xido
de Gd-Si (GdSi).45,52 (a) Imagenes laminares en orientacién coronal de
RMI ponderadas en Ti bajo un campo magnético de 3 T y tiempo de
eco de 2 ms sobre muestras de distinta concentracién de Gd3+. (b)
Corte transversal de RMI ponderado en Ti en el campo magnético de 3
T y tiempo de eco de 2 ms sobre muestra de concentraciéon Gd3+ = 1
mM. (c) Imagenes de cortes de RMI potenciados en 7> en un campo
magnético de 3 T y tiempo de eco de 203 ms con concentraciones
variables de M3+ (Gd3+ para GdSiy Gd-DTPA, Fe3+ para GdFeSi-1).

5.3.4 Estudio de imagenes de RMI in vivo

La administracion iv directa de las nanoparticulas de GdFeSi-1
no se aplica debido a la inmediata y fuerte reaccién con las
proteinas séricas, lo que da como resultado la formacién de la
corona de proteinas. Esto promueve la interaccién posterior
con los elementos celulares del sistema reticuloendotelial la
rapida eliminacion de las particulas de la sangre, las cuales se
acumulan principalmente en el higado, el bazo y los
pulmones.3* Para minimizar este proceso inmunogénico no
especifico, las nanovarillas de GdFeSi-1 se modificaron con una

cadena corta de PEG,*” para dar GdFeSi-1lpeg. De esta forma,
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se espera que las nanoparticulas prolonguen su tiempo de
circulaciébn  sanguinea, siendo finalmente eliminadas
principalmente por via renal (orina) y hepatica (biliar).35:36
Posteriormente, 1 mL de un coloide estable e isoténico de 5 mg
mL-! de GdFeSi-1lpec en glucosa 5,5%, se inyectdé en la vena
cateterizada de la cola de ratas Sprague-Dawley macho sanas
(3 especimenes) como un bolo (~0,05 mmol de Gd kg?! y 0,05
mmol de Fe kg-!). Después de 30 min, se adquirieron imagenes
ponderadas en T: y en T durante 1 h mediante el uso de un
escaner horizontal de 7 T. Previamente a las imagenes de

administraciéon del AC, se procesaron las imagenes iniciales.

La Figura 17 muestra imagenes de RMI en orientacién coronal
ponderadas en T y 7> antes (linea base) y después de la
administracion del AC. Las diferentes regiones de interés (ROI)
que presentan los cambios mas significativos en la relacion
senal/ruido (SNR) se han etiquetado manualmente sobre las
imagenes previas a la inyeccion. Estos cambios en la SNR se
compilan en la Tabla 5. Las imagenes ponderadas en Ti
muestran una significativa mejora de la senal positiva en el
higado (ASNR = 17,3% en relacién con la linea base, Figura
17a y a') y los rifiones (ASNR = 6,4%, Figura 17c y c'). Esto no
es sorprendente ya que estos 6rganos reciben la mayor parte
del flujo sanguineo, lo que favorece la acumulacién de
particulas en ellos. A pesar de su gran tamano y forma lobular,
el higado presenta cambios generalmente uniformes en la
intensidad de la sefal, que corresponde a una biodistribucion
homogénea de nanoparticulas en todo el 6rgano. De la misma
manera, las imagenes ponderadas en T, presentan un fuerte
contraste negativo para el higado (ASNR = 27,8%, Figura 17b y
b'), vesicula biliar (ASNR = 78,0%, Figura 17b y b') y riflones
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(ASNR = 51,7 %, Figura 17d y d'). En todos los casos, la
mejora del contraste permanece completamente estable
durante todo el tiempo de adquisicién (1 h), lo cual indica que
una extension significativa del periodo de adquisicion seria,

también factible.

Ponderado T, Ponderado T,Ponderado T, Ponderado T,

CONTROL (etiquetado) GFS-1@PEG CONTROL (etiquetado) GFS-1@PEG

Figura 17. Imagenes coronales in vivo ponderadas en Ti1 y T2
adquiridas a partir de una rata macho Sprague-Dawley en un campo
magnético de 7 T. (a-j) Control (linea base) sin administracion de
NPMs. Las siguientes ROIs se han etiquetado manualmente (lineas
rojas): 1-higado; 2-vesicula biliar; 3-Musculo paraespinoso; 4-rinén;
S5-estomago; 6-pancreas. (a'-j') Adquisicion 30 min después de
inyeccion de las nanovarillas de GdFeSi-lpec (0.05 mmol Gd3* kg1,
0.05 mmol Fe3+ kg-1).
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Tabla 5. Magnitud de los cambios normalizados en la
relaciéon sefial/ruido (SNR) de las imagenes ponderadas en T
y T> después de la administracion iv de GdFeSi-1pec en una
rata Sprague-Dawley (0.05 mmol Gd Kg! y 0.05 mmol Fe Kg-
1). Los valores corresponden a la media ASNR promediada
durante 15 minutos después de la inyeccion.

Region de Interés (ROI) ASNR
(%)

Imagenes ponderadas en Ti

Higado 17,3

Vesicula biliar 0,1

Musculo paraespinoso 3,0

Rifion 6,4

Imagenes ponderadas en T

Higado 27,8
Vesicula biliar 78,0
Misculo paraespinoso 6,3
Rino6n 51,7

La histologia hepatica (Figura 18a y b y Figura 18i y j) no
muestra hemorragias en las venas y las arterias hepaticas,
tampoco muestran dafio ni anomalias en las células o
estructura de los lébulos hepaticos. No se observaron
anomalias en la histologia del bazo (Figura 18c y d y Figura
18k y 1) en la pulpa blanca y roja. La estructura de los ganglios
linfaticos era normal y no se observaron signos de hemorragias

ni alta actividad del sistema inmune.

La histologia del miocardio del corazén no se vio afectada por la
administracién del AC (Figura 18e y f y Figura 18m y n). Con
respecto al pericardio y el endocardio, ambas estructuras se
mantuvieron intactas después de la administracién del agente
de contraste (imagenes no mostradas). Finalmente, la
histologia de las secciones del pulmé6n (Figura 18g y h y

Figura 180 y p) no mostraron signos de insuficiencia
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pulmonar manteniendo las estructuras alveolares y

bronquiales intactas.

GFS-1@PEG CONTROL

Figura 18. (a-h) Tincién con hematoxilina/eosina de los cortes
histologicos después de la administracién (bolo tnico) de GdFeSi-1pec
(0,05 mmol de Gd3* kg1, 0,05 mmol de Fe3* kg-1). (i-p) Los mismos
cortes histolégicos en una muestra control. Higado (liver); bazo
(spleen); corazon (heart); pulmén (lung).

En general, estos hallazgos indican que el nanomaterial GdFeSi
PEGilado es un AC dual altamente biocompatible capaz de
proporcionar una mejora, tanto del contraste positivo T; como
del negativo 7> en RM. Esto es consecuencia de las
caracteristicas mejoradas del GdFeSi como AC en RMI, el cual
presenta buena estabilidad en fluidos biolégicos y altos valores
de relajatividad longitudinal y transversal debido al efecto
sinérgico entre los centros de Gd3* y Fe3* en una estructura

cristalina estrechamente empaquetada.
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5.4 Conclusiones parciales

Se ha demostrado que el analogo del azul de Prusia
Gd(H20)4[Fe(CN)e] es una plantilla util para la sintesis de
oxidos metalicos estructurados con formas complejas y
aplicaciones de alto valor anadido. Por reacciéon en un medio
alcalino con silicato soluble, se obtienen nanoparticulas
monodispersas de o6xido/hidréxido de Gd-Si conservando la
morfologia original (como son, cruces y varillas) y el tamafo de
particula del MOF primigenio. Ademas, hemos probado que la
incorporacién de un tensioactivo catiénico como agente director
de estructura bajo condiciones hidrotermales conduce a un
sistema mesoporoso con una gran area superficial que permite
la posterior funcionalizacién de su superficie con maultiples

ligandos.

Las nanoparticulas de 6xido de Gd-Si obtenidas mediante la
transformacién alcalina de un analogo del azul de Prusia nos
han servido para el disefo de un nuevo agente de contraste
para RMI con valores de relajatividad longitudinal y transversal
in vitro mayor que las disoluciones comerciales de quelatos de
Gd3*, excelente estabilidad en fluidos fisiologicos, sin
citotoxicidad significativa y facil funcionalizacion de su
superficie. Estas propiedades demuestran su potencial como
una alternativa valida a los ACs actuales utilizados en la etapa
clinica, principalmente en aquellos casos donde el perfil
farmacocinético deficiente y la potencial toxicidad de las formas
solubles de Gd3* pueden convertirse en un problema (por

ejemplo, pacientes con insuficiencia renal).

La incorporacion de identidades activas en los procesos de

relajacion longitudinal (7:i) y transversal (72) en un AC dual
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para RM proporciona informacién complementaria que puede
ayudar a mejorar la seguridad del diagnéstico. En este sentido,
hemos desarrollado un novedoso material hibrido de alto
rendimiento como AC en RMI optimizando la sintesis de
nanoparticulas magnéticas de Gd(H20)4[Fe(CN)¢] de tamano y
morfologia controlados, protegidas con una delgada capa
diamagnética de silice siguiendo una estrategia biomimética en
cuanto a la hidrélisis y polimerizacion del silicato a pH neutro.
De esta forma hemos otorgado al sistema una gran estabilidad
a largo plazo en fluidos fisiologicos debido a la proteccién de la
capa externa no porosa. Este material presenta valores de
relajatividad longitudinal un orden de magnitud superior a los
sistemas 71 basados en Gd3* y un contraste positivo mucho
mas fuerte en imagenes de RM in vitro e in vivo, debido al efecto
sinérgico existente entre los centros magnéticos de Gds3+ y Fe3+
estrechamente conectados a través de enlaces tipo ciano en
una estructura cristalina muy compacta. Nuestro hibrido
GdFeSi exhibe datos de relajatividad transversal comparables a
los de las nanoparticulas de 6xido de hierro, que proporcionan
un fuerte contraste oscuro en la RMI in vitro e in vivo. La falta
de citotoxicidad comprobada en diferentes lineas celulares y la
ausencia de dano histolégico observado en los principales
organos de los animales analizados indican un buen perfil de
bioseguridad, lo que enfatiza el potencial de este AC en
aplicaciones clinicas. Con respecto a otros ACs duales Ti-T»
propuestos, nuestras nanoparticulas presentan una
composicion muy homogénea y una relacion atomica de Gd: Fe
constante, proporcionando total reproducibilidad en la senal de

RMI.
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6. Conclusiones generales

En la presente tesis doctoral se han desarrollado nuevos

sistemas basados en redes organometalicas a nanoescala

(nanoMOFs), tutiles para la difusién de farmacos antitumorales

en tratamientos especificos, asi como agentes de contraste en

resonancia magnética de imagen (RMI) para diagnostico clinico.

De los resultados extraidos en nuestra investigacion se

destacan las siguientes conclusiones.

Debido a su estructura mesoporosa, los nanoMOFs
utilizados presentan elevada funcionalidad superficial, lo
que les confiere una gran capacidad de carga de farmacos
mediante union covalente. Ello hace posible el desarrollo de
preparados farmacolégicos con elevada actividad especifica,
lo que permitira reducir las dosis para alcanzar niveles
terapéuticos en el organismo. En nuestro trabajo se han
desarrollado nanoMOFs basados en los sistemas MIL-
101(Fe) y MIL-100(Fe) con el agente antineoplasico
camptotecina (CPT), con un contenido de farmaco cercano al
20% en peso, valor no alcanzado por ninguna otra
nanomedicina.

Los nanoMOFs preparados resultan ser muy estables en
medio fisiolégico, sin que se produzca liberacion de CPT
fuera de las células diana. Asimismo, los nanomateriales
MIL-101(Fe) y MIL-100(Fe) desprovistos de farmaco
presentan muy baja citotoxicidad. Ello permite la
administracion de dosis elevadas cuando sea necesario sin
peligro de que se manifiesten efectos secundarios

indeseados.
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Estos nanoMOFs pueden presentar una respuesta especifica
a estimulos biolégicos concretos. En este sentido, se han
preparado nanomedicinas de CPT sensibles al pH acido
basadas en el sistema MIL-101(Fe). Ello facilita la liberacion
del farmaco transportado (CPT) en el interior celular,
concretamente en los lisosomas. Asimismo, el pH
moderadamente acido presente en la matriz extracelular de
determinados tumores puede promover la descarga del
farmaco en las proximidades de las células diana.

Los nanoMOFs constituyen vehiculos apropiados para la
difusién segura y eficiente de agentes muy citotéxicos como
la CPT a células cancerosas, lo que les confiere gran
potencial para su aplicaciéon in vivo.

Los nanoMOFs basados en el analogo del azul de Prusia
Gd(H20)4[Fe(CN)e] presentan gran utilidad como agentes de
mejora contraste en resonancia magnética de imagen (RMI),
ya que es posible preparar diversos sistemas con gran
estabilidad en medio biolégico y muy baja toxicidad. Estas
propiedades demuestran su potencial como alternativa
valida a los agentes de contraste actualmente utilizados en
la practica clinica, como las disoluciones de quelatos de
Gds*, principalmente en aquellos casos donde el paciente
presenta un perfil farmacocinético deficiente (por ejemplo,
pacientes con insuficiencia renal), lo que incrementa la
toxicidad potencial de las formas solubles del Gd3+.

Las nanoparticulas de 6xido de Gd-Si obtenidas mediante
transformacion alcalina del Gd(H20)4[Fe(CN)s] nos han
permitido desarrollar un nuevo agente de contraste para
RMI con valores de relajatividad longitudinal y transversal in

vitro mayores que las disoluciones comerciales de quelatos
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Conclusiones generales

de Gds*, y elevada capacidad de funcionalizaciéon superficial.
Este material presenta un gran potencial como agente de
contraste positivo en RMI.

La incorporacion de identidades activas en los procesos de
relajacion longitudinal (T1) y transversal (72) en un agente de
contraste dual para RMI proporciona informacion
complementaria que puede ayudar a mejorar la seguridad
del diagnostico. Este efecto se manifiesta en un nuevo
material hibrido obtenido por recubrimiento de las
nanoparticulas de Gd(H20)4[Fe(CN)s] de tamano y morfologia
controlados, con una delgada capa de silice amorfa,
mediante la hidrélisis y polimerizacion del silicato a pH
neutro. Este sistema presenta valores de relajatividad
longitudinal un orden de magnitud superior a los sistemas
T: basados en Gd3* y un contraste positivo mucho mas
fuerte en imagenes de RM in vitro e in vivo, debido al efecto
sinérgico existente entre los centros magnéticos de Gd3* y
Fe3* estrechamente conectados a través de enlaces tipo
ciano en una estructura cristalina muy compacta. Este
material presenta un gran potencial como agente de
contraste positivo y negativo en RMI.

Finalmente, todo lo expuesto anteriormente conduce a la
afirmacién de que los sistemas basados en nanoparticulas
de redes organometalicas (nanoMOFs), permiten preparar
agentes terapéuticos y de imagen clinica estables,
biocompatibles y muy activos, con gran potencial para
reemplazar en un futuro cercano a los productos

comerciales actuales.
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Anexo I. Espectros de resonancia magnética nuclear de los compuestos
sintetizados

ANEXO I. Espectros de resonancia magnética nuclear

de los compuestos sintetizados

I.1 Espectros de RMN de 'H y 13C del compuesto MeO-BTB-
NH-.

5 50 45
TL (ppm)

|

0 170 160 150 140 130 120 110 100

o0 a0 0 60 s0 40 30 20 0
f1 (pprm)

Figura I.1. Espectros de RMN de !H (300 MHz, DMSO-ds, §), arriba y
13C (75 MHz, DMSO-ds, 6), abajo del compuesto MeO-BTB-NHoa.
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Anexo I. Espectros de resonancia magnética nuclear de los compuestos
sintetizados

1.2 Espectros de RMN de 'H y 13C del compuesto H3BTB-
NH-.

| L&JLM_‘¥ <L/>\&J
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Figura I.2. Espectros de RMN de !H (300 MHz, DMSO-ds, §), arriba y
13C (75 MHz, DMSO-ds, 6), abajo del compuesto HsBTB-NHo.
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Anexo I. Espectros de resonancia magnética nuclear de los compuestos
sintetizados

1.3 Espectros de RMN de 'H y 13C del compuesto CPT-Suc.
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Figura I.3. Espectros de RMN de !H (300 MHz, DMSO-ds, §), arriba y
13C (75 MHz, DMSO-ds, 6), abajo del compuesto CPT-Suc.

247



Anexo I. Espectros de resonancia magnética nuclear de los compuestos
sintetizados

1.4 Espectros de RMN de !H y 13C del compuesto CPT-5HA.

7
7

n’ \
_J LJ'LJI‘ I ) AN BV AVANG L W L Y
! T IT T TT Ty T T T
85 8.0 75 7.0 65 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 0.
1 (ppm)
j .
i
| L
@ W e S50 40 W w10

a0 170 160 150 140 130 120 110 100 90
1 {ppmy

Figura I.4. Espectros de RMN de !H (300 MHz, DMSO-ds, §), arriba y
13C (75 MHz, DMSO-ds, 6), abajo del compuesto CPT-SHA.
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Anexo II. Caracterizacion adicional de materiales para liberaciéon controlada de
farmacos

ANEXO II. Caracterizacion adicional de materiales pa-

ra liberacion controlada de farmacos

1. MOF's de hierro (III) funcionalizados con grupos amino

II.1. Patron de difraccion de rayos X en polvo

)
<
o N
@
™
= ~ M1-NH,
— ©
o4 ©
< (=2
o @©
© N
=) o
e «
A
S
< 9
[SENE= [CY .
S ol @ g —
) g L s Y
— = o
s )
d _ge °
© o ©
o © =
<) < 7 ~
= =2

2 3 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
2 Theta/®

Figura II.1. Patron de difraccién de rayos X en polvo del material M1-
NH2. La rotura en el eje horizontal indica los dos programas de
adquisiciéon diferentes usados (20= 1-5°y 2@= 2-25°).
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Anexo II. Caracterizaciéon adicional de materiales para liberacion controlada de
farmacos

I1.2. Isotermas de adsorcion-desorcion de N2

7004 a

B00 4 M1-NH,
500 4
400 1

300

Cantidad Adsorbida
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Figura II.2. Isotermas de adsorcién-desorciéon de nitréogeno de M1-
NH2 (a), M1-S-CPT y M1-C-CPT (b) y M2-NH2, M2-S-CPT y M2-C-CPT
(©)-
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Anexo II. Caracterizacion adicional de materiales para liberaciéon controlada de
farmacos

2. MOFs cargados con CPT

I1.2.1 Estudio de microscopia electronica de transmision
de los MOF's con CPT enlazada.

. 200 nm

Figura II.3. Imagenes de microscopia electronica de transmision de (a)
M1-S-CPT, (b) M1-C-CPT, (c) M2-S-CPT y (d) M2-C-CPT.
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Anexo II. Caracterizaciéon adicional de materiales para liberacion controlada de
farmacos

I1.2.2 Patrones de difraccion de rayos X en polvo de los
MOFs con CPT enlazada

k
M1-C-CPT
M1-C-CPT

\
|
\

\ y ,, M1-N,
W WWW*fW Mottt

M1-N,
LY i
M1-NH,
M1-NH,
T T T rrrrrrrrrrrrrrr-1r-r1 T T T T T T T T
2 34 8 20 25
2 Theta/® 2 Theta/®

Figura II.4. Patrones de difraccién de rayos X en polvo de los MOFs
conjugados con CPT a través de quimica click. (a) M1-NH2, MIL-
101(Fe) modificado con grupos azida (M1-N3) y MIL-101(Fe)
funcionalizado con CPT a través de un anillo de triazol como unidad
de unién (M1-C-CPT). La rotura en el eje horizontal indica los dos
programas diferentes de adquisicion utilizados (20= 1-5° and 20= 2-
25°). (b) M2-NH2, MIL-100(Fe) modificado con grupos azida (M2-N3) y
MIL-100(Fe) funcionalizado con CPT a través de un anillo de triazol
como unidad de unién (M2-C-CPT).
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Anexo II. Caracterizacion adicional de materiales para liberaciéon controlada de
farmacos

I1.2.3 Espectros de infrarrojo de los MOFs con CPT
enlazada

a 2120 cmr?

Transmitancia/%
Transmitancia/%
~

//K
M‘A—‘"_/
/\/ .
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T T T L T —T T T
4000 3000 2000 1000 4000 2000 1000

Numero de onda/cm® Numero de onda/cm?

e
3000

Figura II.5. Espectros FTIR de los MOFs modificados con grupos
amino, sus derivados con grupos azida y los derivados de la quimica
click, mostrando la evolucién del proceso de adicién [3 + 2] a través de
quimica click gracias a la aparicién de la banda de vibraciéon vN3 (2120
cm-!) y su supresiéon una vez formado el anillo de triazol. (a) Derivados
del MIL-101(Fe). (b) Derivados del MIL-100(Fe).
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Anexo II. Caracterizaciéon adicional de materiales para liberacion controlada de
farmacos

I1.3 Materiales cargados con CPT por adsorcion en la
estructura

I1.3.1 Patrones de difracciéon de rayos X en polvo de los
MOFs con CPT adsorbida

M1-A-CPT M2-A-CPT

T T T T T T T 1 T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 5 10 15 20 25
2 Thetal® 2 Theta/®

Figura II.6. Patrones de difraccién de rayos X en polvo del M1-NH2
tras la adsorcion de CPT (M1-A-CPT) (a) y M2-NHa2 tras la adsorcion de
CPT (M2-A-CPT) (b).

256



Anexo II. Caracterizacion adicional de materiales para liberaciéon controlada de
farmacos

I1.3.2 Isotermas de adsorcion-desorcion de N2 de los MOF's
con CPT adsorbida
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Figura II.7. Isotermas de adsorcion-desorcién de nitrégeno de M1-A-
CPT (a) y M2-A-CPT (b).
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Anexo II. Caracterizaciéon adicional de materiales para liberacion controlada de
farmacos

I1.4 Estabilidad de los materiales e influencia del pH

II1.4.1 Estudio de estabilidad de la muestra M1-A-CPT en
DMEM (pH = 7.4)

1201
i M1-A-CPT
o«
= 807
=]
g
S 60
o
O 40
20
—u—pH=74
O T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50

t/h

Figura II.8. Liberacion de CPT del material M1-A-CPT en DMEM a pH
=7.4y37°C.
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Anexo II. Caracterizacion adicional de materiales para liberacion controlada de farmacos

I1.4.2. Productos de degradacion del M1-S-CPT y M1-C-CPT bajo condiciones acidas (pH 5)

a. (1): 2-(4-camptothecin-4-oxobutanamido)terephthalic acid
CayHysN30;50 (MW=611.56)
1 607.1549
612.1730
621.1768
o, 578.6507 625.1615
580.6513 603.1740 1616.1985 629.1541
462 605.1509|  g0g. 1555
5826451594 17p (591 ks 598.2040 610.1558 6302117
ol Cem P s L L [
al ...|| Azl 4 | )ll { ol .IJ Ly L i miz
580.0 585.0 500.0 505.0 600.0 605.0 6100 615.0 620.0 625.0 630.0 635.0

(1°): 2-(4-(4-camptothecin-4-oxobutyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)terephthalic acid
CayHy7NsOg (MW=649.62)

1924110

193.1855
%7 150.1249 [193.4179

264.2350 650,1923

.2130349.1230 680.2047
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‘

100 | 150 = 200 250 = 300 @ 350 @ 400 450 500 @ 550 ' 600 650 = 700 & 750 = 800 ' 850 = 800 = 950 ' 1000

Figura II.9. Informe de UPLC-MS/MS obtenido para los fragmentos liberados por los derivados del MIL-101(Fe) con CPT
covalentemente unida a pH 5. (a) Fragmento (1) liberado por la muestra M1-S-CPT. (b) Fragmento (1°) liberado por la
muestra M1-C-CPT.
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Anexo II. Caracterizaciéon adicional de materiales para liberaciéon controlada de
farmacos

CPT liberada/%

0 10 20 30 40 50

]

CPT liberada/%

Figura II.10. Estudio de cinética de fragmentacion de los
materiales MIL-101(Fe) con CPT covalentemente unida a pH 5. El
porcentaje de cada producto se expresa como equivalente de CPT
liberado. (a) M1-S-CPT. (b) M1-C-CPT. Leyenda: (M) liberacion total de
CPT; (¢) compuesto (1); (V) compuesto (1°); (®) CPT-Suc; (*) CPT-HA;
(A) CPT.
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Anexo II. Caracterizacion adicional de materiales para liberaciéon controlada de
farmacos

II.5 Estudio comparativo de citotoxicidad con camptote-
cina libre
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Figura II.11. Ensayos MTT de viabilidad celular de la CPT libre en las
lineas celulares HelLa (o) y neuroblastoma SH-SYSY (A). La

concentraciéon de muestra se refiere a equivalentes de CPT (escala
inferior).
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Anexo III. Caracterizacion adicional de materiales para RMI

ANEXO III. Caracterizacion adicional de materiales

para RMI
III.1. Patron de difraccion de rayos X del Gd(H20)[Fe(CN)s]
(GdFe).

(112)

(111)

(130)
(223)

(220)
(212)
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2 thetal(°)

UL

Figura III.1. Patron de difracciéon de rayos X del GdFe preparado.
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Anexo III. Caracterizacion adicional de materiales para RMI

III.2. Estudio de microscopia electronica mediante analisis
espectroscopico de dispersion de energia de rayos X (EDS)
de material Gd(H20)4[Fe(CN)e] (GdFe).

Spectrum 1

[Full Scale 2080 cts Cursor. 0.000 ke'

Figura III.2. Espectro de analisis EDS de la muestra GdFe mostrando
los picos correspondientes a los elementos que lo componen. Aquellos
picos no identificados corresponden a las sefiales de la rejilla (base de
cobre o film de carbono).
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Anexo III. Caracterizacion adicional de materiales para RMI

II1.3. Patrones de difraccion de rayos X de los nanocompo-
sites 6xido/hidroxido de Gd-Si (GdSi)

- d

1 ' ! 1 ' ] . 1 ' I |

10 20 30 40 50 60 70
2 thetal(°)

Figura III.3. Patrones de difraccion de rayos X en polvo de la muestra
densa GdSi preparada y los materiales porosos calcinados mGdSi-4 y
mGdSi-48: (a) GdSi. (b) mGdSi-4 calcinado en aire a 500 °C durante 6
h. () mGdSi-48 calcinado en aire a 500 °C durante 6 h. (d) mGdSi-4
calcinado en aire a 700 °C durante 6 h.
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II1.4. Isotermas de adsorcion-desorcion de N2
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Figura III.4. Isotermas de adsorcion-desorcion de nitrégeno de la
muestra GdSi preparada.
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Anexo III. Caracterizacion adicional de materiales para RMI

III.5. Estudio de microscopia electréonica por analisis
espectroscopico de dispersion de energia de rayos X.

ull Scale 504 cts Cursor: 0.000 ke’

Figura III.5. Espectro del analisis EDS de la muestra GdSi, se
muestran los picos correspondientes a los elementos en la muestra.
Los picos no etiquetados corresponden a las sefiales de la rejilla (base
de cobre o film de carbono).
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Anexo III. Caracterizacion adicional de materiales para RMI

III.6. Isotermas de adsorciéon-desorcion de N2 de las nano-
particulas mesoporosas mGdSi.

20 mL g

V,4s/mL g1
}
L
I

i

Figura III6. Isotermas de adsorcion-desorcion de N2 de las muestras
mGdSi-n calcinadas: (a) mGdSi-4. (b) mGdSi-12. (c) mGdSi-24. (d)
mGdSi-48.
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Anexo III. Caracterizacion adicional de materiales para RMI

II1.7. Distribucion de tamafos de poro en las muestras de

nanoparticulas de 6xido de Gd-Si mesoporosas (mGdSi)

f

dVidlog(P)

20 30 40 50 60 70 80 90 100
Pore Diameter/A

Figura III.7. Distribucion de tamafos de poro en las muestras
calcinadas mGdSi-n: (a) mGdSi-4. (b) mGdSi-12. (c) mGdSi-24. (d)

mGdSi-48.
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Anexo III. Caracterizacion adicional de materiales para RMI

II1.8. Estudio de microscopia electréonica usando TEM,
STEM y FESEM de los materiales mGdSi-n.

Figura III.8. Estudio de microscopia electrénica de nanocruces y
nanovarillas de mGdSi-n obtenidas mediante transformaciéon
hidrotermal del material GdSi a 100 °C. (a): Imagen TEM del material
mGdSi-12 mostrando detalles de la mesofase porosa irregular, tipo
agujero de gusano, desordenada. (b): Imagen STEM de la muestra
mGdSi-24 que, en raras ocasiones, las particulas de nanocruces
también pueden crecer mas resultando una morfologia tipo asterisco.
(c-d): Imagenes FESEM de particulas de nanoparticulas mGdSi-4 (c) y
mGdSi-48 (1 nanocruz, 1 nanobarra) que presentan un dafno severo
debido al tratamiento hidrotermal largo (d).
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II1.9. Imagenes STEM de los materiales mGdFe-n y analisis
espectroscopicos de dispersion de energia de rayos X.

50 nm

..

Figura III.9. Imagenes STEM (a, e, i) e imagenes de mapeo elemental
(b-d, f-h, j-1) de una Unica particula de las muestras mGdSi-12 (a-d),
mGdSi-24 (e-h) y mGdSi-48 (i-1).
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II1.10. Difraccion de rayos X en polvo de las nanovarillas de
Gd(H20)[Fe(CN)¢] (GdFe) de 94 nm.

(112)

(111}

(130

(220)

2 thetal/(°)

Figura III.10. Patrén de difraccion de rayos X (DRX) de las

nanovarillas de 94 nm del GdFe.
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III.11. Tamano de las nanoparvarillas de GdSi medidas a
través de dispersion de luz difusa.
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Figura III.11. Diametro hidrodinamico de las particulas de la muestra
GdSi determinado en agua mediante dispersiéon de la luz difusa.
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III.12. Caracterizacion de materiales

Tabla III.12. Propiedades fisicoquimicas de los agentes de contraste duales GdFea

Muestra Férmula Molecular Composicion Gd:Fe? TEM diametro¢ DLS diametro? Morfologia Area  Potencial {
atomica® BET
Gd Te Si (atomico) (nm) (nm) (cruces:barras) (mV)
%) (%) (%) Agua PBS (m> g)
GdFe-1 GA(H,0)4[Fe(CN)g] 472 52,8 0 0,89 94,3235 5 nd nd 1:99 nd nd
GdFe-2 Gd(H,0)4[Fe(CN)g] 50,9 49,1 0 1,04 262,1+43,5 nd nd 36:64 nd nd
GdFesi-1 Gd(H,0)4[Fe(CN)g|@SiO, 32,2 353 32,4 0,91 106,7+33,5 124,7+81,9/0,431  492,7+71,4/0,786 3:97 61,4 -12,3
GdFeSi-2 Gd(H,0)4[Fe(CN)g|@SiO, 39,9 41,1 19,0 1,28 230,3235,5 343,7+154,1/0,201 806,8+231,6/0,620 32:68 57,6 -15,5
GdFeSi-1@PEG  Gd(H,0),[Fe(CN)s|@SiO,@PEG; 345 36,4 29,1 1,20 nd 111,4+62,7/0,317  299,3+58,9/0,328 3:97 438 -8,7
GdFeSi-2@PEG  Gd(H,0),[Fe(CN)s|@SiO,@PEG, 40,8 41,4 17,9 1,26 nd 228,9+79,3/0,120 600,3=147,4/0,357 32:68 27,7 -10,7

“nd = no determinado. Las muestras GdFe son completamente solubles en agua (no adecuadas para hacer determinaciones de tamafio
de particula por DLS o Potencial Z), tampoco muestran porosidad externa (no adsorben N»). Los materiales GdFeSi PEGilados presentan
imagenes de TEM algo borrosas, haciendo muy dificil obtener medidas de tamarfio de particula precisas. ?Determinado a través del

estudio EDS. cMed@aiSD. Determinado por medidas de TEM de al menos 250 particulas. ‘Diametro de particula determinado mediante
DLS (media + SD)/Indice de polidispersion.
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II1.13. Dispersion de la luz dinamica (DLS)
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H GdFe Si-2pmg
[ Hﬂ , ,
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Figura III.13a. Diametro hidrodinamico de las particulas de los
materiales determinado en agua mediante DLS.
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II1.14. Dispersion de la luz dinamica (Continuacion)
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. I i,
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Figura III.13b. Diametro hidrodinamico de las particulas de los
materiales determinado en PBS mediante DLS.
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II1.14. Difraccion de rayos X en polvo
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Figura III.14. Patrones de difraccion de rayos X en polvo de los

agentes de contraste duales de Gd y Fe.
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III.15. Espectroscopia infrarroja
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Figura III.15. Espectros FTIR de los materiales sintetizados como
agentes de contraste duales T1-T5.
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III.16. Estabilidad en disolucién isoténica
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Figura III.16. Representacion grafica de cation metalico (Fe3+)
lixiviado por la muestra GdFeSi-lpec tras su incubacién en una
disolucion isotonica de glucosa al 5,5% en masa (azul) y en fluido

corporal simulado (rojo) a 37 °C, las determinaciones se hicieron por
ICP.
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III.17. Isotermas de Adsorcion de N2
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Figura III.17. Isotermas de adsorcion de nitrégeno BET de los
materiales preparados como agentes de contraste duales de Gd y Fe.
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II1.18. Medidas de relajatividad y RMI in vitro
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Figura III.18. Medidas de las velocidades de relajacion (a) 1/7T1 y (b)
1/ T, frente a la concentraciéon de cation trivalente (M=Gd3* en las
medidas de T1 y Fe3* en las de T2) en suspensiones acuosas (0,1%
goma de xantano) de los materiales GdFeSi en un campo magnético
alto (9,4 T) y medio (3 T). (a) GdFeSi-1. (b) GdFeSi-2. (c) GdFeSi-
1@PEG. (d) GdFeSi-2@PEG. (e¢) GdFeSi-1@PEG.
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II1.19. Estudio de citotoxicidad
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Figura II1.19. Ensayos MTT in vitro de viabilidad celular en diferentes
lineas celulares incubadas con concentraciones variables de

nanovarillas magnéticas de GdFeSi-1 (mediatSEM). n=numero de
experimentos.
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ANEXO 1IV. Curriculum en el periodo de tesis doctoral

Publicaciones relacionadas con la tesis
a) Articulos

1. A. Cabrera-Garcia; E. Checa-Chavarria; E. Rivero-Buceta; V.
Moreno; E. Fernandez; P. Botella. Amino modified metal-
organic frameworks MIL-100(Fe) and MIL-101(Fe) as pH-
responsive  nanoplatforms for safety delivery of
camptothecin. J. Colloid Sci. Interfaces. Aceptado (2019).

2. A. Cabrera Garcia; E. Checa Chavarria; J. Pacheco Torres;
A. Bernabeu Sanz; A. Vidal Moya; E. Rivero Buceta; G.
Sastre; E. Fernandez; P. Botella. Engineered Contrast
Agents in a Single Structure for T:-T» Dual Magnetic
Resonance Imaging. Nanoscale. 10, pp. 6349-6360. Royal
Society of Chemistry, 22/03/2018. Tipo de produccion:
Articulo cientifico. Tipo de soporte: Revista

3. A. Cabrera Garcia; A. Vidal Moya; A. Bernabeu; J. Pacheco
Torres; E. Checa Chavarria; E. Fernandez; P. Botella. Gd-Si
Oxide Nanoparticles as Contrast Agents in Magnetic
Resonance Imaging. Nanomaterials. 6, pp. 109-124. MDPI,
08/06/2016. Tipo de produccién: Articulo cientifico. Tipo de
soporte: Revista.

4. A. Cabrera Garcia; A. Vidal Moya; A. Bernabeu; J. Sanchez
Gonzalez; E. Fernandez; P. Botella. Gd-Si Oxide mesoporous
nanoparticles with pre-formed morphology prepared from a
Prussian blue analogue template. Dalton Transactions. 44,
pp. 14034-14041. Royal Society of Chemistry, 01/07/2015.
Tipo de producciéon: Articulo cientifico. Tipo de soporte:
Revista.

b) Patentes

Titulo propiedad industrial registrada: Material hibrido como
agente de contraste en imagenes de resonancia magnética

Tipo de propiedad industrial: Patente de invencion
Inventores/autores/obtentores: P. Botella Asuncién; A.
Cabrera Garcia

Entidad titular de derechos: Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas
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N° de solicitud: PCT/ES2015/070595

Pais de inscripcién: Espana, Comunidad Valenciana
Fecha de registro: 31/07/2014

Fecha de concesion: 04/02/2016

c) Trabajos presentados en congresos nacionales o
internacionales

1 Titulo del trabajo: Multi-contrast agent platform for Ti-T»
dual Magnetic Resonance Imaging.

Nombre del congreso: BioNanoMed 2018

Ciudad de celebracion: Graz, Austria

Fecha de celebracion: 25/04/2018

Fecha de finalizacion: 27/04 /2018

P. Botella; A. Cabrera Garcia; E. Checa Chavarria; J. Pacheco
Torres; A. Bernabeu Sanz; A. Vidal Moya; E. Rivero Buceta; G.
Sastre; E. Fernandez.

2 Titulo del trabajo: Mastering Contrast Agents in a Single
Structure for T:-T> Dual Magnetic Resonance Imaging.

Nombre del congreso: IMAGINENANO

Ciudad de celebracién: Bilbao, Pais Vasco, Espana

Fecha de celebracion: 13/03/2018

Fecha de finalizacion: 15/03/2018

P. Botella; A. Cabrera Garcia; E. Checa Chavarria; J. Pacheco
Torres; A. Bernabeu Sanz; A. Vidal Moya; E. Rivero Buceta; G.
Sastre; E. Fernandez.

3 Titulo del trabajo: Gd[Fe(CN)e]J@SiO2 nanohybrids as dual
mode T; and 7> magnetic resonance imaging contrast agents
Nombre del congreso: Fifth International Conference on
Multifunctional, Hybrid and Nanomaterials

Ciudad de celebracién: Lisboa, Lisboa, Portugal

Fecha de celebracion: 06/03/2017

Fecha de finalizacion: 10/03/2017

A. Cabrera Garcia; A. Vidal Moya; A. Bernabeu; J. Pacheco
Torres; E. Checa Chavarria; E. Fernandez; P. Botella.

4 Titulo del trabajo: Desarrollo de nuevos nanomateriales
biocompatibles basados en redes organometalicas, titiles como
vehiculos para el transporte de farmacos

Nombre del congreso: III Encuentro de estudiantes de
doctorado de la Universitat Politécnica de Valéncia

Ciudad de celebracién: Valencia, Espaia

Fecha de celebracion: 30/06/2016
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Fecha de finalizaciéon: 30/06/2016
A. Cabrera Garcia; P. Botella.

S Titulo del trabajo: Prussian Blue derivative nanoparticles as
contrast agents for Magnetic Resonance Imaging

Nombre del congreso: 8th GERMN (RESQ)-5th Iberian NMR
biennial meeting

Ciudad de celebracién: Valencia, Espana

Fecha de celebracion: 27/06/2016

Fecha de finalizacion: 29/06/2016

A. Cabrera Garcia; A. Vidal Moya; A. Bernabeu; J. Sanchez
Gonzalez; E. Fernandez; P. Botella.

6 Titulo del trabajo: Novel hybrid materials by using metal-
organic structures as hard templates

Nombre del congreso: 18th International Zeolite Conference
Ciudad de celebracion: Rio de Janeiro, Brasil

Fecha de celebracion: 19/06/2016

Fecha de finalizacion: 24/07/2016

A. Cabrera Garcia; A. Vidal Moya; E. Fernandez; P. Botella.

7 Titulo del trabajo: Desarrollo de nuevos nanomateriales con
estructura de polimeros de coordinacion, Utiles como agentes
de contraste para el diagnostico clinico por resonancia
magnética

Nombre del congreso: II Encuentro de estudiantes de doctorado
de la Universitat Politécnica de Valéncia

Ciudad de celebracién: Valencia, Espana

Fecha de celebracion: 25/06/2015

Fecha de finalizacion: 25/06/2015

A. Cabrera Garcia; P. Botella Asuncion.

8 Titulo del trabajo: Prussian blue hybrids as contrast agents
in magnetic resonance imaging

Nombre del congreso: Fourth International Conference on
Multifunctional, Hybrids and Nanomaterials

Ciudad de celebracién: Sitges, Espana

Fecha de celebracion: 09/03/2015

Fecha de finalizacion: 13/03/2015

A. Cabrera-Garcia; A. Vidal-Moya; P. Botella.

9 Titulo del trabajo: Desarrollo de nuevos nanomateriales con
estructura de polimeros de coordincién, titiles como agentes de
contraste para el diagnéstico clinico por resonancia magnética

289



Anexo IV. Curriculum en el periodo de tesis doctoral

Nombre del congreso: I Congreso Biomedicina Predocs de
Valencia (I CONBIOPREVAL)

Ciudad de celebraciéon: Valencia, Espana

Fecha de celebracion: 27/11/2014

Fecha de finalizacion: 28/11/2014

A. Cabrera Garcia, P. Botella

10 Titulo del trabajo: Desarrollo de nuevos materiales
nanoestructurados basados en redes organometalicas con
aplicaciones biomédicas.

Nombre del congreso: I Encuentro de estudiantes de doctorado
de la Universitat Politécnica de Valéncia

Ciudad de celebraciéon: Valencia, Espana

Fecha de celebracion: 12/06/2014

Fecha de finalizacion: 12/06/2014

A. Cabrera Garcia.

Otras publicaciones
a) Articulos

1. P. Botella; C. Muniesa; V. Vicente; A. Cabrera Garcia. Effect
of drug precursor in cell uptake and cytotoxicity of redox-
responsive camptothecin nanomedicines. Materials Science
and Engineering C. 58, pp. 692-699. Elsevier, 09/09/2015.
Tipo de producciéon: Articulo cientifico. Tipo de soporte:
Revista.

2. P. Botella; C. Muniesa; V. Vicente; K. Fabregat; A. Cabrera.
Novel redox-responsive prodrugs and nanomedicines for
glutathione-driven intracellular release of camptothecin.
Journal of Nanomaterials & Molecular Nanotechnology. pp.
24-24. SciTechnol, 28/03/2014. Tipo de produccién:
Articulo cientifico. Tipo de soporte: Revista.

b) Proceedings y libros de congresos con ISBN

1. A. Cabrera Garcia; Z. Diaz Betancor; V. Blay. The use of
metal-organic frameworks as powerful contrast agents in
magnetic resonance imaging. XII International Workshop on
Sensors and Molecular Recognition: Libro de Articulos. XII,
12, pp. 214-216. 02/11/2018. ISBN 978-84-09-05881-5.
Tipo de produccién: Articulo cientifico. Tipo de soporte:
Libro
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V. Blay; A. Cabrera Garcia; Z. Diaz Betancor; M. Niwa.
Molecular recognition in catalysis by zeolites. XI
International Workshop on Sensors and Molecular
Recognition: Libro de Articulos. XI, pp. 33-35. 15/11/2017.
ISBN 978-84-697-5069-8. Tipo de produccion: Articulo
cientifico. Tipo de soporte: Libro

V. Blay; A. Cabrera Garcia; Z. Diaz Betancor; P. J. Miguel; A.
Corma. Zeolites and MOFs: what they are and their use in
sensing applications. X International Workshop on Sensors
and Molecular Recognition: Libro de Articulos. X, pp. 128-
131. 05/10/2016. ISBN 978-84-617-5330-7. Tipo de
produccién: Articulo cientifico. Tipo de soporte: Libro.

P. Botella; C. Muniesa; V. Vicente; K. Fabregat; A. Cabrera
Garcia. Controlled Intracellular Release of Camptothecin by
Glutathione-Driven = Mechanism. TechConnect  World
Technical Proceedings 2014. 2, pp. 347-350. 15/06/2014.
Tipo de produccién: Articulo cientifico. Tipo de soporte:
Libro.

P. Botella; C. Muniesa; V. Vicente; A. Cabrera Garcia; K.
Fabregat. In Vitro Delivery of Docetaxel to Cancer Cells by
Hybrid PLGA@Organosilica Nanoparticles with Redox-
Sensitive Molecular Gates. TechConnect World Technical
Proceedings 2014. 2, pp. 355-358. 15/06/2014. Tipo de
produccién: Articulo cientifico Tipo de soporte: Libro.

c) Libros

V. Blay; L. Francisco Bobadilla; A. Cabrera Garcia (eds.).
Zeolites and Metal-Organic Frameworks from Lab to Industry.
Amsterdam University Press, 11/04/2018. ISBN
9789462985568 Tipo de produccion: Libro o monografia
cientifica Tipo de soporte: Libro.

d) Trabajos presentados en congresos nacionales o
internacionales

1 Titulo del trabajo: The use of metal-organic frameworks as
powerful contrast agents in magnetic resonance imaging.
Nombre del congreso: XII International Workshop on Sensors
and Molecular Recognition XII IWOSMOR

Ciudad de celebracién: Valencia, Espana

Fecha de celebracion: 05/07/2018
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Fecha de finalizacion: 06/07/2018
A. Cabrera Garcia; Z. Diaz Betancor; V. Blay.

2 Titulo del trabajo: Molecular recognition in catalysis by
zeolites

Nombre del congreso: XI International Workshop on Sensors
and Molecular Recognition.

Ciudad de celebracién: Valencia, Espana

Fecha de celebracion: 06/07/2017

Fecha de finalizacién: 07/07/2017

V. Blay; A. Cabrera Garcia; Z. Diaz Betancor; M. Niwa.

3 Titulo del trabajo: Nanomaterials in medicine: improving the
contrast in magnetic resonance imaging.

Nombre del congreso: VII Congreso de Estudiantes de Farmacia
de la UV (V Internacional)

Ciudad de celebracién: Valencia, Espana

Fecha de celebracion: 29/03/2017

Fecha de finalizaciéon: 31/03/2017

A. Cabrera Garcia; V. Blay Roger; Z. Diaz Betancor.

4 Titulo del trabajo: Zeolites and MOFs: what they are and
their use in sensing applications.

Nombre del congreso: X International Workshop on Sensors
and Molecular Recognition

Ciudad de celebracién: Valencia, Espana

Fecha de celebracion: 07/07/2016

Fecha de finalizacion: 08/07/2016

V. Blay; A. Cabrera Garcia; Z. Diaz Betancor; P. J. Miguel; A.
Corma.

S Titulo del trabajo: Controlled Intracellular Release of
Camptothecin by Glutathione-Driven Mechanism

Nombre del congreso: TechConnect World, Innovation
Conference & Expo 2014

Ciudad de celebracién: Washington, E.E.U.U.

Fecha de celebracion: 15/06/2014

Fecha de finalizacion: 18/06/2014

P. Botella; C. Muniesa; V. Vicente; K. Fabregat; A. Cabrera.

6 Titulo del trabajo: In Vitro Delivery of Docetaxel to Cancer
Cells by Hybrid PLGA@Organosilica Nanoparticles with Redox-
Sensitive Molecular Gates

Nombre del congreso: TechConnect World, Innovation
Conference & Expo 2014
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Ciudad de celebraciéon: Washington, E.E.U.U.

Fecha de celebracion: 15/06/2014

Fecha de finalizacion: 18/06/2014

P. Botella; M. Quesada; V. Vicente; A. Cabrera; K. Fabregat

7 Titulo del trabajo: Nanomedicinas en cancer de proéstata:
Desarrollo de una nanoplataforma hibrida PLGA@o6rgano-silice
con puertas moleculares.

Nombre del congreso: LXXIX Congreso Nacional de Urologia
Ciudad de celebracién: Adeje, Canarias, Espana

Fecha de celebracion: 11/06/2014

Fecha de finalizacion: 14/06/2014

B. Plaza Viguer; P. Botella; M. Quesada; V. Vicente; A. Cabrera;
K. Fabregat; C. D. Vera Donoso; F. Boronat Tormo

8 Titulo del trabajo: Controlled Intracellular Release of
Camptothecin by Glutathione-Driven Mechanism

Nombre del congreso: II Congreso Internacional de
Biotecnologia y Biodiversidad (II CIBB 2014)

Ciudad de celebracién: Guayaquil, Ecuador

Fecha de celebracion: 09/06/2014

Fecha de finalizacion: 12/06/2014

P. Botella; C. Muniesa; V. Vicente; K. Fabregat; A. Cabrera.

9 Titulo del trabajo: In Vitro Delivery of Docetaxel to Cancer
Cells by Hybrid PLGA@Organosilica Nanoparticles with Redox-
Sensitive Molecular Gates

Nombre del congreso: II Congreso Internacional de
Biotecnologia y Biodiversidad (II CIBB 2014)

Ciudad de celebracién: Guayaquil, Ecuador

Fecha de celebracion: 09/06/2014

Fecha de finalizacion: 12/06/2014

P. Botella; M. Quesada; V. Vicente; K. Fabregat; A. Cabrera.

10 Titulo del trabajo: Delivery of hydrophobic drugs to cancer
cells by redox-responsive PLGA@organosilica nanoparticles
Nombre del congreso: BioNanoMed 2014

Ciudad de celebracion: Krems, Austria

Fecha de celebracion: 26/03/2014

Fecha de finalizacion: 28/03/2014

P. Botella; M. Quesada; V. Vicente; A. Cabrera; K. Fabregat.

11 Titulo del trabajo: Novel redox-responsive prodrugs and

nanomedicines for glutathione-driven intracellular release of
camptothecin
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Nombre del congreso: BioNanoMed 2014

Ciudad de celebracion: Krems, Austria

Fecha de celebracion: 26/03/2014

Fecha de finalizacion: 28/03/2014

P. Botella; C. Muniesa; V. Vicente; K. Fabregat; A. Cabrera

Proyectos

1) Nombre del proyecto: Desarrollo de una nueva generacién de
lentes intraoculares multifuncionales

Entidad de realizacién: Instituto de Tecnologia Quimica
Investigador principal: P. Botella Asuncién

Entidad financiadora: Ministerio de Economia y Competitividad
Nombre del programa: Subprograma INNPACTO

Céd. segun financiadora: IPT-2012-0574-300000

Fecha de inicio-fin: 01/01/2013-31/12/2015 Duracion: 3 afos
Cuantia total: 1.165.539 €

2) Nombre del proyecto: Nuevas cubiertas biocompatibles y
antiinflamatorias para electrodos neurales

Entidad de realizacion: Instituto de Tecnologia Quimica
Investigador principal: P. Botella Asuncion

Entidad financiadora: Ministerio de Economia y Competitividad
Nombre del programa: Subprograma de proyectos de
investigacion fundamental no orientada

Céd. segun financiadora: MAT2012-39290-C02-02

Fecha de inicio-fin: 01/01/2013-31/12/2015 Duracion: 3 aiios
Cuantia total: 46.800 €

3) Nombre del proyecto: Control de nanoparticulas magnéticas
para terapia guiada por imagen

Entidad de realizacién: CSIC

Investigador principal: J. M. Benlloch Baviera; P. Botella
Asuncion

Entidad financiadora: Ministerio de Economia y Competitividad
Nombre del programa: Programa Estatal de Investigacién,
Desarrollo e Innovacién Orientada a los retos de la Sociedad
Céd. segun financiadora: TEC2016-80976-R

Fecha de inicio-fin: 01/01/2017-31/12/2019 Duracion: 3 aiios
Cuantia total: 139.150 €
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