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RESUMEN

En los dltimos afios, los nanomateriales han adquirido una creciente relevancia en las ciencias
biomédicas, pudiendo ser empleados en diversas aplicaciones. En este contexto, la nanomedicina
ha despertado un interés cada vez mayor en la terapia contra el cancer, donde los nanomateriales
pueden ser utilizados para actuar directamente como agentes anticancerigenos o como
nanocarriers de farmacos de bajo peso molecular debido a ventajas tales como el aprovechamiento
del efecto de permeabilidad y retencién aumentada (EPR), la liberacion prolongada de farmacos y
su capacidad de usar como diana tejidos especificos.

Entre estos nanomateriales, las Redes Covalentes Organicas (COFs) constituyen una clase de
materiales porosos cristalinos formados principalmente por elementos ligeros unidos mediante
enlaces covalentes dindmicos y reversibles. Su estructura altamente ordenada, su capacidad de
ajuste y la posibilidad de su funcionalizacién de forma posterior a su sintesis los convierte en
excelentes candidatos para aplicaciones biomédicas. En particular, los COFs bidimensionales
presentan caracteristicas especialmente favorables para la liberacién controlada de farmacos,
como su elevada superficie especifica. Dentro de este grupo destaca el COF-LZU1, cuyo tamafio de
poro resulta adecuado para la encapsulacidon de gemcitabina, entre otros.

La gemcitabina es un profarmaco cominmente utilizado para tratar distintos tumores sélidos,
incluido el cancer de vejiga con infiltracion muscular (MIBC). No obstante, aunque la gemcitabina
ha demostrado éxito clinico, posee numerosas limitaciones, como por ejemplo sus efectos
secundarios, que ponen de manifiesto la necesidad de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas,
como sistemas de liberacién controlada basados en nanocarriers, es decir, una nanomedicina.

Por ello, el objetivo principal de este Trabajo de Fin de Grado ha consistido en desarrollar una
nanomedicina basada en el anclaje de un profarmaco de gemcitabina funcionalizado con una
cadena lateral de B-alanina sobre COF-LZU1. Para ello, se llevd a cabo la sintesis y caracterizacion
de cada uno de los componentes de este sistema y del producto final.

En este marco, los resultados obtenidos apuntan a que la sintesis del COF produjo un material
adecuado para su aplicacion como nanocarrier, con una estructura altamente cristalina, una
distribucidn uniforme de tamafo de particula, aunque con una superficie especifica inferior a la
esperada. Asimismo, la sintesis del profarmaco fue satisfactoria y permitié obtener la estructura
deseada. Finalmente, el contenido del profarmaco de gemcitabina en la nanomedicina sintetizada
fue relativamente alto.

En conjunto, los resultados obtenidos constituyen una base prometedora para el desarrollo de este
sistema, si bien la eficacia y toxicidad del producto generado deberadn ser puestas a prueba en
estudios futuros.



ABSTRACT

In recent years, nanomaterials have gained increasing relevance in the biomedical sciences due to
their broad range of potential applications. In this context, nanomedicine has attracted growing
interest in cancer therapy, where nanomaterials can be employed either as anticancer agents
themselves or as nanocarriers for low-molecular-weight drugs. Their advantages include the
exploitation of the enhanced permeability and retention (EPR) effect, sustained drug release, and
the ability to target specific tissues.

Among these nanomaterials, Covalent Organic Frameworks (COFs) represent a class of crystalline
porous materials composed mainly of light elements linked by dynamic and reversible covalent
bonds. Their highly ordered structure, tunability, and the possibility of post-synthetic
functionalization make them excellent candidates for biomedical applications. In particular, two-
dimensional COFs exhibit especially favorable properties for controlled drug delivery, such as their
high specific surface area. Among them, COF-LZU1 stands out due to its pore size, which is suitable
for the encapsulation of gemcitabine, among other compounds.

Gemcitabine is a prodrug commonly used to treat various solid tumors, including muscle-invasive
bladder cancer (MIBC). Although gemcitabine has demonstrated significant clinical efficacy, it
presents several limitations, such as adverse side effects, highlighting the need to develop new
therapeutic strategies, including controlled drug delivery systems based on nanocarriers, that is, a
nanomedicine.

Therefore, the main objective of this Bachelor's Thesis was to develop a nanomedicine based on
the immobilization of a gemcitabine prodrug functionalized with a B-alanine side chain onto COF-
LZU1. To this end, each component of the system, as well as the final product, was synthesized and
characterized.

The obtained results indicate that the synthesized COF is a suitable material for use as a nanocarrier,
exhibiting a highly crystalline structure and a uniform particle size distribution, although its specific
surface area was lower than expected. Furthermore, the synthesis of the prodrug was successful
and yielded the desired structure. Finally, the loading of the gemcitabine prodrugin the synthesized
nanomedicine was relatively high.

Overall, these results provide a promising foundation for the development of this nanomedicine.
Nevertheless, the efficacy and toxicity of the synthesized system should be evaluated in future
studies.



RESUM

En els ultims anys, els nanomaterials han adquirit una rellevancia creixent en les ciéncies
biomeédiques gracies a les seues nombroses aplicacions potencials. En aquest context, la
nanomedicina ha despertat un interés cada vegada major en la terapia contra el cancer, on els
nanomaterials poden actuar directament com a agents anticancerigens o com a
nanotransportadors de farmacs de baix pes molecular. Entre els seus avantatges destaquen
I'aprofitament de I'efecte de permeabilitat i retencié augmentades (EPR), I'alliberament sostingut
de farmacs i la seua capacitat de dirigir-se especificament a determinats teixits.

Entre aquests nanomaterials, les Xarxes Organiques Covalents (COFs) constitueixen una classe de
materials porosos cristal-lins formats principalment per elements lleugers units mitjancant enllacos
covalents dinamics i reversibles. La seua estructura altament ordenada, la seua capacitat d'ajust i
la possibilitat de funcionalitzacié posterior a la sintesi els converteixen en excel-lents candidats per
a aplicacions biomédiques. En particular, els COFs bidimensionals presenten caracteristiques
especialment favorables per a l'alliberament controlat de farmacs, com ara la seua elevada
superficie especifica. Dins d'aquest grup destaca el COF-LZU1, la grandaria de porus del qual és
adequada per a l'encapsulacié de gemcitabina, entre altres compostos.

La gemcitabina és un profarmac utilitzat habitualment en el tractament de diversos tumors solids,
inclos el cancer de bufeta amb infiltraci6 muscular (MIBC). No obstant aixo, malgrat la seua
demostrada eficacia clinica, presenta diverses limitacions, com ara els seus efectes secundaris, fet
que posa de manifest la necessitat de desenvolupar noves estratégies terapeutiques, com els
sistemes d'alliberament controlat de farmacs basats en nanotransportadors, és a dir, una
nanomedicina.

Per aix0, I'objectiu principal d'aquest Treball de Fi de Grau ha sigut desenvolupar una nanomedicina
basada en l'ancoratge d'un profarmac de gemcitabina funcionalitzat amb una cadena lateral de B-
alanina sobre COF-LZU1. Amb aquesta finalitat, es va dur a terme la sintesi i la caracteritzacié de
cadascun dels components del sistema, aixi com del producte final.

Els resultats obtinguts indiquen que la sintesi del COF va donar lloc a un material adequat per ala
seua aplicacié com a nanotransportador, amb una estructura altament cristal-lina i una distribucié
homogenia de la grandaria de les particules, tot i que amb una superficie especifica inferior a
I'esperada. Aixi mateix, la sintesi del profarmac va ser satisfactoria i va permetre obtindre
I'estructura desitjada. Finalment, el contingut del profarmac de gemcitabina en la nanomedicina
sintetitzada va ser relativament elevat.

En conjunt, els resultats obtinguts constitueixen una base prometedora per al desenvolupament
d'aquest sistema. No obstant aixo, I'eficacia i la toxicitat del producte sintetitzat hauran de ser
avaluades en estudis futurs.
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Relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de Ia
agenda 2030.

A. Indicar el grado de relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

Alto Medio Bajo No procede
ODS 1. Fin de la pobreza X
ODS 2. Hambre cero X
ODS 3. Salud y bienestar X
ODS 4. Educacién de calidad
ODS 5. Igualdad de género
ODS 6. Agua limpia y saneamiento
ODS 7. Energia asequible y no contaminante

X X X X X

ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico

ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras X
ODS 10. Reduccion de las desigualdades

ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles

ODS 12. Produccion y consumo responsables

ODS 13. Accion por el clima

ODS 14. Vida submarina

ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres

ODS 16. Paz, justicia e instituciones sdlidas

X X X X X X X X

ODS 17. Alianzas para lograr objetivos.

B. Describir brevemente la alineacion del TFG con los ODS, marcados en la tabla anterior,
con un grado alto.

El presente trabajo se alinea con el Objetivo de Desarrollo Sostenible (ODS) 3, “Garantizar una vida
sana y promover el bienestar para todas las personas en todas las edades”, al centrarse en el
desarrollo de una nueva nanomedicina para el tratamiento del cancer de vejiga con infiltracion
muscular. Esta investigacion contribuye al avance de nuevas estrategias terapéuticas para mejorar
la eficacia de los tratamientos oncoldgicos.

En particular, el trabajo esta relacionado con la meta 3.4 de la Agenda 2030, que busca reducir la
mortalidad prematura por enfermedades no transmisibles mediante la prevencion y el tratamiento.
La aplicacién de la nanotecnologia en el dmbito médico permite reducir los efectos adversos
asociados a tratamientos convencionales y favorece el desarrollo e investigacion de tratamientos
mas seguros, selectivos y personalizados. Asi, el presente trabajo representa una aportacion al
desarrollo de tecnologias para mejorar la supervivencia y el bienestar de los pacientes oncoldgicos,
en consonancia con los objetivos establecidos por la Agenda 2030.



1 INTRODUCCION

1.1 Nanomedicina

La nanomedicina puede definirse como el conjunto de productos médicos formulados a partir de
materiales en escala nanométrica con el objetivo de prevenir, diagnosticar y tratar enfermedades.
Incluyen tanto dispositivos médicos basados en nanotecnologia como nanofarmacos. El tipo de
nanoparticula utilizada en cada caso puede variar dependiendo de la funcién: mientras que en los
dispositivos médicos es frecuente el empleo de materiales no biodegradables, como la plata, en el
caso de los nanofarmacos se suelen emplear nanoparticulas biodegradables (Frohlich, 2026).

En los ultimos afios, el campo de la nanomedicina, en concreto los nanofarmacos, han adquirido un
interés creciente en el dmbito de la investigacion, especialmente en oncologia. En este contexto,
los nanofdrmacos pueden clasificarse, basandose en su funcién terapéutica, en dos clases: aquellos
gue son agentes anticancerigenos independientes o aquellos que son utilizados como nanocarriers
para transportar pequefias moléculas activas anticancerigenas. Generalmente, se usa el término
nanomedicina para englobar a ambos tipos, ya que es posible combinar ambas funciones para
obtener un efecto sinérgico (Wang & Zhang, 2023).

1.1.1 Ventajas de la aplicacién de nanomedicina en cancer

La creciente inclinacidn hacia la nanomedicina en el campo de la oncologia se debe principalmente
a la posibilidad de mejorar la eficacia y la selectividad de los tratamientos frente a las terapias
convencionales. En este sentido, uno de los fendmenos mas relevantes es el denominado efecto de
permeabilidad y retencién aumentada (EPR, Enhanced Permeability and Retention effect), una
propiedad fisiopatoldgica tipica de tumores sélidos. Este efecto se debe a la presencia de vasos
sanguineos defectuosos y drenaje linfatico deficiente en dichos tumores. Esto puede favorecer, en
determinados casos, la extravasacion y acumulacién de nanoparticulas en el tejido tumoral, lo cual
puede ser aprovechado en el disefio de una nanomedicina asegurando que el tamafo de esta sea
adecuado (Fang et al., 2020; Wang & Zhang, 2023).

Ademas, las nanomedicinas disefiadas como nanocarriers presentan una funcién relevante en la
proteccion del farmaco acoplado, evitando asi su degradacidn mecdnica y enzimatica, y
aumentando su estabilidad y vida media en circulacién (Wang & Zhang, 2023).

Las nanomedicinas también pueden ser disefiadas para permitir una acumulacién y liberacion del
medicamento controlada y en respuesta a estimulos concretos, evitando la liberacion no especifica
asociada a tratamientos convencionales. Asimismo, es posible la funcionalizaciéon de Ia
nanomedicina de tal forma que esta sea inerte en tejidos normales, pero se active o libere el agente
terapéutico especificamente en el tumor, basandose en desencadenantes tales como las
condiciones fisicoquimicas especificas del microambiente tumoral. También permiten Ia
incorporacién de grupos funcionales en la superficie de las nanoparticulas para sobrepasar barreras
bioldgicas, usando como dianas antigenos o receptores especificos de tumores. De esta forma es
posible reducir la toxicidad y los efectos secundarios de los tratamientos oncoldgicos mediante el
uso de las nanomedicinas, siendo estas bastante sensibles y selectivas (Li et al., 2019; Wang &
Zhang, 2023).

Por otro lado, el microambiente tumoral (TME, Tumor Microenvironment) es un factor clave en la
resistencia a farmacos en tratamientos contra el cdncer. Este entorno se caracteriza por
condiciones como hipoxia, acidez, alteraciones inmunoldgicas y cambios metabdlicos que pueden
reducir la eficacia de los medicamentos. Por ejemplo, la acidificaciéon del metabolismo anaerobio
puede favorecer la disociacion de determinados compuestos farmacoldgicos, disminuyendo su



actividad terapéutica (Raghunand & Gillies, 2000). En este contexto, el disefio de nanomedicinas
permite no solo mejorar la entrega del fdrmaco, sino también atacar directamente componentes
del TME implicados en resistencia tumoral.

Ademas, debido a la complejidad y heterogeneidad caracteristicas del cancer, es bastante comun
el tratamiento con una combinacidn de farmacos. En este sentido, las nanomedicinas permiten un
disefo para crear un sistema de liberacién controlada de multiples farmacos de forma simultanea
para el mantenimiento de relaciones sinérgicas entre ellos (Gadde, 2015).

Finalmente, cabe destacar la capacidad de algunas nanomedicinas de incorporar funciones de
diagndstico y terapia en un mismo sistema (terandstico), ya que algunas nanoparticulas empleadas
en aplicaciones terapéuticas también presentan propiedades de imagen (Wang & Zhang, 2023)

1.1.2 Limitaciones y retos clinicos

A pesar de las ventajas descritas, la traslacion clinica de la nanomedicina sigue siendo limitada, y el
numero de formulaciones aprobadas para uso clinico es muy reducido en comparacion con
tratamientos convencionales. Esta brecha entre investigacion y aplicacidon clinica se debe a
multiples factores.

En primer lugar, uno de los primeros retos es la complejidad del disefio y sintesis de estos sistemas,
ya que es necesario controlar pardmetros como el tamano o la superficie. Estos factores son
determinantes, entre otros aspectos, para evitar la captaciéon prematura de las nanoparticulas por
el higado (Baboci et al., 2020).

Asimismo, muchas nanomedicinas carecen de la capacidad de carga del farmaco y cinética de
liberacion apropiada para lograr una dosis terapéutica adecuada en el tejido diana. A esto se suma
el hecho de que el targeting pasivo basado en el efecto EPR no garantiza el control sobre la
liberacion especifica del farmaco (Frohlich, 2026).

Desde el punto de vista de su fabricacién, la produccién a gran escala es limitada en comparacion
con farmacos convencionales, lo que dificulta su implementaciéon industrial y clinica. Por ultimo,
aun existe falta de informacidon sdlida acerca de la toxicidad a largo plazo de muchas
nanomedicinas, asi como sus posibles interacciones con sistemas bioldgicos complejos (Wang &
Zhang, 2023).

Como consecuencia, aunque la Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos
(FDA) y la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) han aprobado diversas formulaciones basadas
en nanotecnologia, el nimero de estas aprobadas para uso clinico sigue siendo reducido (Frohlich,
2026).

1.2 Redes covalentes organicas (COFs)

En las ultimas décadas se han desarrollado numerosos materiales poliméricos porosos para
aplicaciones tecnoldgicas y biomédicas, tales como los materiales organicos porosos (POMs, Porous
Organic Polymeric Materials) o materiales porosos inorganicos, entre otros. Sin embargo, hasta la
aparicion de la quimica reticular, no fue posible controlar el disefio de estos materiales a medida.
La quimica reticular supuso un gran avance en este campo, pues permitio combinar unidades
moleculares de forma racional para formar materiales porosos altamente ordenados. (Bhunia et al.,
2020)

Las redes metalicas organicas (MOFs, Metal-Organic Frameworks) fueron el primer ejemplo de esos
polimeros cristalinos altamente modificables, compuestas por bloques de construccidn organicos e
iones de metal unidos mediante enlaces covalente coordinados. Mediante sustitucion de los



metales por moléculas organicas, se pudieron sintetizar las primeras redes covalentes organicas
(COFs, Covalent Organic Frameworks), descritas por primera vez por Coté y colaboradores en 2005
(Bhunia et al., 2020; Cote et al., 2005)

Los COFs son una clase de polimeros porosos cristalinos formados por elementos ligeros unidos
mediante enlaces covalentes. Estos se generan mediante reacciones de condensacion reversibles
entre bloques de construccidn organicos, generando asi estructuras extendidas con esqueletos
periddicos y poros ordenados (Huang et al., 2016). Una de las caracteristicas mas relevantes de los
COFsy que los diferencia del resto de materiales porosos es la posibilidad de disefiar racionalmente
su esqueleto y poros mediante quimica reticular, ya que la geometria y unién de los bloques
organicos utilizados para su sintesis permiten predecir la topologia final de la red, pudiendo obtener
asi una geometria, dimensiones y tamafio de poro deseados. (Huang et al., 2016).

Los COFs pueden clasificarse dependiendo de diversos criterios, incluyendo la naturaleza de sus
bloques de construccién, el tamafio de poro, la flexibilidad del esqueleto o su dimensionalidad. En
funcién de esta ultima, es posible distinguir COFs bidimensionales (2D) y tridimensionales (3D). Los
COFs 3D se caracterizan por presentar redes covalentes extendidas en las tres dimensiones
espaciales. En cambio, los COFs 2D estdan formados por capas bidimensionales unidas mediante
interacciones n—mn, dando lugar a estructuras cristalinas altamente ordenadas (Huang et al., 2016).

1.2.1 COFs bidimensionales (2D COFs)

Dentro de los tipos de COFs, los bidimensionales estan recibiendo un gran interés debido a sus
estructuras columnares periddicas con sistemas 1 conjugados, su tamano de poro y su facil sintesis,
ademas de una baja densidad, alta cristalinidad, alta estabilidad térmica y su gran superficie (Bhunia
et al., 2020).

La formacidn de esos materiales mediante reacciones reversibles aporta ventajas adicionales, pues
hace posible su biodegradacién y la correccidn de errores ocurridos durante la sintesis, pudiendo
asi romper y formar de nuevo enlaces covalentes. De forma adicional, su composicion de atomos
de baja masa atédmica ofrece una mayor biocompatibilidad en comparacién a otros polimeros,
como los MOFs que contienen centros metalicos (Bhunia et al., 2020).

1.2.2 Disefio y modificacion estructural de COFs 2D

Los COFs bidimensionales (2D) pueden clasificarse en funcién de los bloques organicos que los
constituyen y del tipo de enlace que conecta dichos bloques. La geometria y conectividad entre las
unidades organicas determinan la topologia de la red resultante, mientras que la longitud de dichos
bloques influye sobre el tamafio de los poros.

Ademas, la disposicion espacial de los poros se ve influenciada por el apilamiento de las capas que
componen la red. De esta manera, es posible distinguir un apilamiento eclipsado (AA), en la que los
poros de capas consecutivas se encuentran alineados, y el apilamiento alternado (AB), donde existe
un desplazamiento relativo en las capas (Figura 1). Esta disposicion también puede ser susceptible
de ser modificada mediante el disefio quimico de las unidades orgdnicas usadas en su sintesis
(Bhunia et al., 2020).
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Figura 1. Representacion del apilamiento entre dos capas contiguas de COFs bidimensionales, eclipsado (AA) y
alternado (AB), respectivamente (Bhunia et al., 2020)

Finalmente, cabe destacar que es posible la modificacién de la superficie de los COFs 2D pre-sintesis
o post-sintesis. De esta manera, es posible incorporar grupos funcionales especificos en la superficie
de los COFs para asi poder modular propiedades como la biocompatibilidad o el reconocimiento
selectivo de biomoléculas (Bhunia et al., 2020).

Los COFs también pueden clasificarse en funcion del tipo de enlace covalente que conecta sus
bloques de construccion. Los primeros COFs sintetizados estaban basados en enlaces boronato (-B-
0-), el cual posee una limitada estabilidad quimica e hidrolitica. Como alternativa, surgieron los
COFs basados en enlaces imina (-C-N-), entre otros. Estos se obtienen mediante condensacién entre
los grupos aldehido y amina (Figura 2) y su conjugacion wt extendida a lo largo de la red confiere a
estos materiales una gran resistencia quimica y estructural. No obstante, cabe destacar que la
cristalinidad de los COFs basados en imina es menor que aquella de los basados en acido bordnico,
ya que la reversibilidad de la reaccion de condensacion dealdimina reduce la capacidad de
correccién de errores durante la sintesis (Bhunia et al., 2020).

--@—NH2 2},—@-- B O_N\\_O

Imine

Figura 2. Condensacion del enlace de tipo imina (Bhunia et al., 2020).

1.2.3 Aplicaciones de COFs 2D en biomedicina

A dia de hoy, los COFs, concretamente los COFs bidimensionales, estan siendo objeto de estudio en
nanomedicina gracias a sus numerosas ventajas sobre otros materiales.

Una de las aplicaciones mas prometedoras es su empleo como sistemas de liberacién controlada
de farmacos. Los COF 2D poseen una gran superficie y un gran volumen de poro, lo que permite
una gran capacidad de carga. La reversibilidad del enlace no sélo hace que sean biodegradables,
sino que también permiten su ruptura mediante pH, haciendo posible el desarrollo de sistemas de
liberacion controlada en respuesta a un estimulo como es el pH. Ademas, como ya se ha
comentado, su alta capacidad de ajuste y su composiciéon suponen propiedades favorables para
este tipo de aplicaciones. (Bhunia et al., 2020)



Ademas de su uso como nanocarriers, los COFs han sido investigados en aplicaciones de biocatdlisis,
donde actian como soportes para la inmovilizacion de enzimas, mejorando su estabilidad y
facilitando su reutilizacién. Su alta densidad de electrones = le confiere propiedades aplicables en
campos tales como la fototerapia y el biosensado. Asimismo, la incorporacion de agentes
terapéuticos en sus poros los convierte en una posible plataforma para tratamiento antibacteriano
(Liang et al., 2023).

1.2.4 Limitaciones de los COFs en aplicaciones biomédicas

A pesar de sus numerosas ventajas, los COFs todavia presentan diversas limitaciones que dificultan
su aplicacién clinica. Entre ellas, podemos destacar su baja estabilidad fisioldgica: la reversibilidad
de su enlace los hace susceptibles de ser degradados por condiciones alcalinas, acidas o hiumedas.
Esta baja estabilidad hace que su vida media sea muy limitada. En cuanto a la escalabilidad, como
otras nanomedicinas, es dificil de producir a gran escala y la reproducibilidad entre lotes es baja.
Ademas, los perfiles de seguridad de los COF alin no se han investigado en detalle, pues hasta ahora
son pocos los estudios que se han llevado a cabo in vivo (Bhunia et al., 2020).

1.2.5 COF-LZU1

Entre los distintos COFs bidimensionales basados en enlaces imina, se encuentra COF-LZU1,
desarrollada originalmente en la Universidad de Lanzhou. Esta formado a partir de la unién de 1,3,5-
triformilbenceno (TFB) y 1,4-diaminobenceno, dando lugar a una red covalente bidimensional de
simetria hexagonal (Figura 3). Posee una estructura con apilamiento eclipsado (AA), generando
canales unidimensionales de aproximadamente 1,8 nm de diametro. (Ding et al., 2011).
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Figura 3. Esquema de la reaccion y estructura de COF-LZU1. Los reactivos indicados son 1,3,5-triformilbenceno (1) y 1,4-
diaminobenceno (2). Adaptacion de Figura 1 de Ding et al., 2011.

Aungue en un principio el LZU1 destacé por su excelencia en la catalisis, se ha convertido en un
candidato destacado para el desarrollo de nanomedicinas gracias a sus propiedades estructurales
y quimicas Unicas. Las ventajas del LZU1 para la nanomedicina pueden clasificarse en cuatro puntos
clave:

a) Carga de farmaco: Porosidad ordenada: El LZU1 presenta una estructura en capas eclipsadas
bidimensional (2D) con canales unidimensionales (1D) bien definidos de aproximadamente
entre 1,8 y 2 nm. Este tamanio es ideal para encapsular farmacos de moléculas pequenas (por
ejemplo, 5-fluorouracilo, gemcitabina).

Ademas, presenta elevada superficie especifica. Asi, su amplia drea superficial interna permite
capacidades de carga de farmacos extremadamente elevadas en comparacidon con las
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c)

nanoparticulas poliméricas tradicionales. Esto garantiza que una cantidad menor del portador
pueda administrar una dosis terapéutica, reduciendo el riesgo de toxicidad relacionada con el
portador.

Liberacion de farmacos sensible a estimulos: El LZU1 se construye utilizando enlaces imina
(formados por la reaccion de 1,3,5-triformilbenceno y p-fenilendiamina). Estos enlaces imina
son estables a pH fisioldgico (7,4), pero se vuelven labiles (propensos a romperse) en entornos
ligeramente 4cidos, como el de los lisosomas y el microambiente tumoral. Dado que los tumores
y los lisosomas suelen ser acidos (pH 5,0-6,5), el LZU1 puede actuar como un nanotransportador
«inteligente» que permanece intacto en el torrente sanguineo, pero que desencadena la
liberacion de su carga de forma especifica una vez que entra en el tejido tumoral o es
internalizado por las células cancerosas.

Modularidad para la terandstica multifuncional: Una de las caracteristicas mas destacadas de
LZU1 es su capacidad para coordinarse con iones metalicos (como Pd?*, Cu®* o Ag*) a través de
los atomos de nitrégeno de su estructura de imina. Esto resulta muy ventajoso para desarrollar
agentes de contraste para imagen clinica, como resonancia magnética (MRI) o tomografia por
emision de positrones (PET).

También permite la terapia combinada. Asi, la introduccion de agentes fotosensibilizadores o
nanoparticulas metalicas en la estructura da lugar a nanomateriales hibridos para terapia
fototérmica (PTT) o fotodinamica (PDT).

Finalmente, la superficie exterior del LZU1 puede modificarse facilmente con moléculas
directoras, como el acido fdlico, el acido hialurénico y anticuerpos monoclonales. Esto permite
gue la nanomedicina «busque» receptores especificos sobreexpresados en las células
cancerosas, mejorando la precisidn del tratamiento y reduciendo los efectos secundarios.

Alta biocompatibilidad y estabilidad. Se ha demostrado que el LZU1 presenta una citotoxicidad
minima a concentraciones elevadas (= 200 ug/mL) (Pi-Martin et al., 2025). En general, se
considera mas seguro que muchos nanotransportadores inorganicos. Ademas, la sensibilidad al
pH acido garantiza la completa descomposicion en el interior celular, eliminandose sus
componentes estructurales (ligandos) mediante filtracion renal.

Estabilidad en biofluidos: a pesar de su sensibilidad al pH, mantiene una buena integridad
estructural en plasma, lo que garantiza que el farmaco quede protegido frente a una
degradaciéon prematura en el organismo antes de llegar a su diana.

1.3 Gemcitabina como agente antitumoral

La gemcitabina (dFdC, 2’,2’-difluoro-2’-desoxicitidina) (Figura 4) es un farmaco anticancerigeno
analogo de la citidina (Mini et al., 2006). Su eficacia estd demostrada tanto in vivo como in vitro,
siendo recomendado como tratamiento de una variedad de enfermedades oncoldgicas, como son
el cancer metastatico de pancreas, el cancer de vejiga o el cancer de pecho, entre otros (Albain
et al., 2008; Burris et al., 1997; von der Maase et al., 2000).
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Figura 4. Estructura de la gemcitabina. Figura realizada con ChemDraw

La gemcitabina es un farmaco que requiere de un procesamiento intracelular para ejercer su
funcién. Una vez internalizada, esta es fosforilada a gemcitabina monofosfato (dFdCMP) la cual
vuelve a ser fosforilada a gemcitabina di- y tri- fosfato (dFdCDP y dFACTP, de forma respectiva).
Estos metabolitos constituyen las formas farmacolégicamente activas responsables de la actividad
antitumoral de la gemcitabina. Una vez generados los metabolitos activos, la gemcitabina actla
sobre multiples dianas intracelulares, siendo su principal efecto la inhibicion de la sintesis de ADN
(Heinemann et al., 1988).

A pesar de sus demostrados efectos antitumorales, la gemcitabina también acarrea ciertas
desventajas. Por ejemplo, su actividad tdxica antitumoral puede variar de paciente a paciente, y es
posible el desarrollo de una resistencia hacia el farmaco. Estas diferencias se deben, entre otros
factores, a la variabilidad en la concentracidon intracelular de los metabolitos derivados del
profadrmaco, a las diferencias en la actividad de los transportadores responsables de su captaciony
eliminacion, asi como a la variabilidad de las enzimas implicadas en su metabolismo, sus dianas
moleculares y los mecanismos de muerte celular. Como consecuencia, pueden producirse
diferencias significativas tanto en la eficacia terapéutica como en la toxicidad del tratamiento.
(Bergman et al., 2002).

1.3.1 Gemcitabina como tratamiento para MIBC

Como se ha mencionado anteriormente, la gemcitabina es el tratamiento estandar para una
variedad de tumores sélidos. En el caso del cancer de vejiga, es especialmente relevante, puesto
qgue es uno de los mas dificiles de tratar debido a su alta tasa de recurrencia y mortalidad,
especialmente el cancer de vejiga con infiltracion muscular (MIBC, Muscle Invasive Bladder Cancer).
En el caso de pacientes que padecen MIBC con metastasis, el tratamiento mas comun es la
gemcitabina en combinacidn con cisplatino (Okabe et al., 2018).

Pese a su eficacia clinica, la gemcitabina como principio activo acarrea una serie de limitaciones y
problematicas asociados a su uso como antitumoral. Estas limitaciones ponen de manifiesto la
necesidad de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas, como sistemas de liberacidn basados en
nanocarriers, es decir, una nanomedicina.



2 OBIJETIVOS

El presente trabajo tiene como finalidad el desarrollo y caracterizacion de una nueva nanomedicina
de Gemcitabina basada en redes covalentes organicas (COFs) para el tratamiento del cancer de
vejiga con infiltracién muscular (MIBC).

Para ello, se plantean los siguientes objetivos:

1) Sintetizar y caracterizar una nanoparticula basada en redes covalentes orgéanicas (COFs) del
tipo LZU1.

2) Sintetizar un nuevo profarmaco mediante la funcionalizacidn del profarmaco Gemcitabina con
la cadena lateral -alaninay confirmar su estructura, asi como la de los intermedios de sintesis.

3) Preparar y caracterizar una nueva nanomedicina de Gemcitabina obtenida mediante unién
covalente del profarmaco con las nanoparticulas de COF-LZU1.



3 MATERIALY METODOS

Todos los reactivos, salvo algunas excepciones, fueron comprados en Sigma-Aldrich y se usaron sin
una mayor purificacién. N-(tert-butoxicarbonil)-1,4-fenilendiamina (NBPDA) fue adquirido de
Fluorochem. Polivinilpirrolidona (PVP) se compré a Fluka. Diclorometano (DCM) y acetonitrilo
(ACN) se obtuvieron mediante un sistema de purificacidon de disolvente MB SPS-800.

Las purificaciones mediante columna de cromatografia se realizaron utilizando un sistema Biotage
Selekt para cromatografia flash automatizada equipada con detector UV.

3.1 Sintesis de profadrmaco y nanoparticula

3.1.1 Sintesis de Gem-NH,

La funcionalizacién del profarmaco de gemcitabina con una amina primaria, el acido 3-
aminopropanoico, se dividid en un protocolo de 4 etapas (Figura 5) basadas en quimica orgénica de
proteccion-desproteccién mediante grupos Boc (tert-butoxicarbonil).
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a. BoQ, Dix/Hz0 (4:1), 11, 48 h; b. BogzQ, Dix, 37 °C, 72 h; ¢. DMAP, DCC, DCM, 0°r.t., 24 h; d. TRA/DCM [1/10,v/v), 0"r.t,, 2 h.

Figura 5. Esquema de la sintesis del profdrmaco de gemcitabina-NH,: funcionalizacion de la gemcitabina con [ -
alanina. Figura realizada con ChemDraw



3.1.1.1 PASO 1: Sintesis de carbonato de terc-butilo de (2R,3R,5R)-5-(4-amino-2-oxopirimidin-
1(2H)-il)-4-amino-2-(hidroximetil)tetrahidrofurano-3-ilo

Se pesaron 2 g del farmaco gemcitabina junto con 1,82 g de Boc,0 (Dicarbonato de di-terc-butilo,

8,36 mmol) y 2 g de Na,CO3 (carbonato de sodio, 30,4 mmol). Estos reactivos se disolvieron en una

mezcla 1,4-Dioxano/agua (5:1, v/v) y la reaccion se mantuvo bajo agitacion magnética a

temperatura ambiente y 1000 rpm durante 48 horas.

Transcurrido ese tiempo, se realizd una cromatografia en capa fina (TLC) utilizando acetato de etilo
como fase movil para comprobar que la gemcitabina inicial se habia consumido por completo.

Para la eliminacion de impurezas de la reaccidn, esta se diluyé con agua Mili-Q y se realizé una
extraccién liquido-liquido con acetato de etilo, separando ambas fases mediante un embudo de
decantacion. Este proceso se repitié 3 veces. Posteriormente, la fase organica se lavd con una
solucion saturada de cloruro de sodio (brine) y se secd con sulfato de sodio anhidro, el cual fue
filtrado.

El disolvente se elimind mediante evaporacién a presién reducida en rotavapor y el residuo se secd
a vacio durante una noche.

Finalmente, la disolucién se lavé con 100 mL de dietiléter bajo agitacion magnética, se filtré y el
solido resultante se dejé a vacio durante una noche.

3.1.1.2 PASO 2: Sintesis de tert-butil (1-((2R,4R,5R)-4-((tert-butoxicarbonil)oxi)-3,3-difluoro-5-
(hidroximetil)tetrahidrofuran-2-il)-2-oxo-1,2-dihidropirimidin-4-il)carbamato

Se pesaron 0,65 g del compuesto obtenido en el primer paso (denominado Gem 1 en adelante)

junto con 3,9 g de Boc,0 (17,9 mmol). Estos se disolvieron en 25 mL de 1,4-dioxano y la reaccion se

dejé evolucionar durante 70 horas con agitacion magnética a 40°C.

Transcurrido este tiempo, se realizé una TLC con acetato de etilo como fase movil para comprobar
el consumo completo de Gem 1. A continuacion, se concentré la disolucién mediante evaporacion
a presion reducida en rotavapor y el residuo se seco a vacio durante una noche.

Posteriormente, la mezcla se sometié a un procedimiento de extraccién liquido-liquido andlogo al
del paso anterior, empleando diclorometano (DCM) como disolvente de la fase organica. La fase
acuosa se lavo tres veces con diclorometano y, seguidamente, la fase organica se lavé una vez con
una solucién saturada de cloruro de sodio (brine). A continuacion, se secé sobre sulfato de sodio
anhidro, que fue eliminado por filtracion.

La disolucién resultante se concentré nuevamente mediante evaporacion a presion reducida y se
mantuvo bajo vacio durante una noche, obteniéndose un sélido en forma de polvo blanco.

Para mejorar el grado de purificacion, el producto se sometié a cromatografia en columna sobre
silice en fase normal. Para ello, el sélido obtenido se disolvié en diclorometano, se absorbid sobre
la silice y se secd a vacio durante una noche para la preparacion de la cabeza de columna.

Al dia siguiente, se cargd la muestra en la columna y se realizé la separacién usando acetato de etilo
y hexano para una elucidn en gradiente. Las fracciones obtenidas se analizaron mediante TLC para
identificar aquellas que contenian el producto de interés y dichas fracciones se combinaron, se
concentraron mediante rotavapor y el residuo se secé a vacio durante una noche.
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3.1.1.3 PASO 3: Sintesis de ((2R, 3R, 5R)-5-(4-((tert-butoxicarbonil)amino)-2-oxopirimidin-1(2H)-
il)-3-((tert-butoxicarbonil)oxi)-4,4-difluorotetrahidrofuran-2-il)metil 3-((tert-
butoxicarbonil)amino)propanoato
Se disolvieron 446 mg del compuesto obtenido durante el segundo paso (de ahora en adelante
denominado Gem 2), 221 mg del acido 3-tert-Butoxicarbonilaminopropidnico (1,92 mmol) y 355
mg de DMAP (4-Dimetilaminopiridina, 4,8 mmol) en 30 mL de diclorometano anhidro. A
continuacién, se afiadié una solucion de 241 mg de DCC (diclorohexilcarbodiimida, 1,92 mmol)
disuelto en 5 mL de diclorometano anhidro, y se dejd reaccionar en agitacion magnética durante
24 horas a temperatura ambiente.

Transcurrido ese tiempo, se hizo una TLC para comprobar el consumo completo de Gem 2.

Posteriormente, la mezcla de reaccién se filtré a vacio, se concentr6 mediante rotavapor vy el
residuo se adsorbid sobre gel de silice en fase normal, secandose a vacio durante una noche.

Al dia siguiente, el producto se purificé mediante cromatografia en columna utilizando un gradiente
de acetato de etilo/hexano para la elucidn. Las fracciones obtenidas se monitorizaron mediante TLC
para identificar aquellas que contenian el producto de interés. Estas fracciones se combinaron, se
concentraron mediante rotavapor y el residuo se secé a vacio durante una noche.

3.1.1.4 PASO 4: Sintesis de ((2R, 3R, 5R)-5-(4-amino-2-oxopirimidin-1(2H)-il)-4,4-difluoro-3-
hidroxitetrahidrofuran-2-il)metil 3-aminopropanoato

Se disolvieron 360 mg de compuesto obtenido durante el tercer paso (ahora denominado Gem 3)

en 20,6 mL de diclorometano bajo agitacion magnética. A continuacidn, se anadieron 4,1 mL de

acido trifuloroacético (TFA) y se dejo reaccionar 1 hora a temperatura ambiente (282C).

Pasado ese tiempo, se hizo una TLC utilizando acetato de etilo como fase mévil para comprobar
que la de Gem 3 al completo habia reaccionado. Después, se evapord el disolvente mediante
rotaevaporacion y se anadieron 25 mL de diclorometano para lavar los restos que pudieran quedar
de TFA y se rotaevapord de nuevo. Este Ultimo paso de lavado se repitié un total de 4 veces.

El sélido resultante se secé a vacio durante una noche con silice en fase reversa. Al dia siguiente, se
realizd una purificacién en columna de cromatografia en fase reversa utilizando un gradiente
acetonitrilo/agua como fase mdovil. Se analizaron mediante TLC (utilizando metanol como fase
movil) las fracciones obtenidas y se aislaron los tubos que contenian el producto de interés (Gem
4) con una gran pureza.

Dado que en la TLC se pudo observar una pequeia impureza en la fraccion de interés, esta se lavd
a vacio utilizando agua Mili-Q. La disolucidn resultante se concentrd con rotavapor y se secé a vacio
durante una noche.

3.1.2 Sintesis de COF-LZU1

Primero se pesaron en un vial de microondas 50 mg de TFB (0,31 mmol), 100 mg de NBPDA (0,48
mmol) y 200 mg de PVP (Mw = 360.000). Después de ainadir un iman, se cerré el vial y se purgd con
N, a través del septum de la tapa durante un minuto. Posteriormente, se afiadieron 18 mL de etanol
anhidro y se introdujo la solucidon en un bafio de ultrasonidos hasta que los ligandos estuvieron
disueltos.
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Se anadieron 2 mL de TFA, y se llevd a cabo la sintesis en un dispositivo microondas Biotage
Inititator+ durante 2 horas, a 600 rpm y 202C bajo condiciones de refrigeracion.

Una vez terminada la sintesis, la muestra restante se trasvasé a un tubo de centrifuga Beckman
Coulter. A continuacidn, se centrifugd la muestra durante 20 minutos a 20.000 rpm y 202C.

Al finalizar la centrifugacidn, se descarto el sobrenadante y el pellet fue resuspendido con 18 mL de
etanol y 2 mL de TEA (trietilamina). Se sonicd la disoluciéon resultante hasta la disolucién del pellet
y se realizd una centrifugacidn con los mismos pardmetros de antes. Este paso de lavado se repitid
2 veces mas, haciendo un total de tres lavados.

Por ultimo, se elimind el sobrenadante de la Ultima centrifugacién y se dejd la muestra secando a
vacio. Al dia siguiente, se peso el polvo obtenido.

Este procedimiento se repitié un total de tres veces y se mezclaron los resultados de los lotes para
poder tener la suficiente cantidad de muestra para la caracterizacién y la sintesis de la
nanomedicina.

3.1.3 Sintesis de COF-LZU1-Gem

En un matraz de dos bocas se pesaron 51,65 mg de Gem 4 previamente liofilizada y se sometieron
a vacio a 46 oC. Paralelamente, se dejaron secar a vacio 50 mg de COF-LZU1. Ambos compuestos se
mantuvieron bajo vacio durante 3 horas. Transcurrido ese tiempo, los materiales se disolvieron en
20 mL de acetonitrilo (ACN) y se incorporaron 150 plL de 4cido acético, que actué como catalizador.
La reaccidn se dejd evolucionar en una placa de agitacion magnética durante 18 horas a 750 rpm a
552C, bajo atmdésfera inerte.

Una vez completada la reaccidn, la mezcla se filtré a vacio utilizando 150 mL de ACN y 100 mL de
metanol. El filtrado se recuperd y se utilizdé para determinar la cantidad de profarmaco que no se
habia incorporado a la nanomedicina. Por su parte, el sélido correspondiente a la nanomedicina
COF-LZU1-Gem se recuperd y se dejo secar a vacio durante una noche; al dia siguiente se peso.

3.2 Caracterizacidn de profarmaco y materiales

3.2.1 Caracterizacion del profarmaco Gem-NH,

3.2.1.1 H-RMN Y B3C-RMN

Para confirmar la estructura basada en gemcitabina obtenida en cada paso, se registro el espectro
de 'H-RMN y 3C-RMN de cada intermedio de reaccién del profirmaco. Asi, mediante
espectroscopia de 'H-RMN se identificaron los entornos quimicos de los protones presentes, y la
espectroscopia *C-RMN proporcioné informacién acerca de los tipos de carbonos y la estructura
guimica del material. Ademas, para el Ultimo paso se obtuvo un espectro2D-HSQC.

Para la preparacién de las muestras, se disolvieron 10 mg de cada intermedio de reaccién del
profarmaco en 1 mL de dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dg), excepto en el caso del ultimo paso,
cuyo producto se disolvio en metanol deuterado (MeOh-d4). Posteriormente, la disolucion se
transfirid a tubos de RMN de 5 mm vy la caracterizacién fue llevada a cabo por el servicio de
Resonancia Magnética Nuclear del ITQ.
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Los espectros de 'H-RMN y 3C-RMN se registraron en un espectrometro de alta resolucién en fase
liquida Bruker Avance 300, (300 MHz para *H y 75 MHz para 3C-RMN), estando el equipo equipado
con gradientes de campo magnético en el eje z. Los desplazamientos quimicos se expresan en ppm

(5).

3.2.1.2 HPLC-MS

La identificacidon y caracterizacidn del profdrmaco se realizé6 mediante cromatografia liquida de
alta eficacia acoplada a espectrometria de masas (HPLC-MS). Las muestras se prepararon
mediante dilucién en metanol.

Las medidas se realizaron en un equipo HPLC-MS Shimadzu LCMS-8040 (Espectrometro de Masas
Triple Cuadrupolo y Sistema UHPLC 105 MPA).

La identificacion del profarmaco y de sus posibles productos de transformacién se efectud a partir
de sus tiempos de retencion y de los valores de m/z observados en los espectros obtenidos.

3.2.2 Caracterizacion de COF-LZU1

3.2.2.1 Difraccion de Rayos X

La difraccidn de rayos X (XRD) es una técnica utilizada para determinar la estructura cristalina de
un material. Se basa en la dispersion de fotones de rayos X por los atomos de la red cristalina cuando
esta es irradiada por un haz monocromatico. Esta dispersion se produce en angulos que dependen
de las distancias entre los planos cristalinos y mediante la Ley de Bragg, expresada en la Ecuacién
(1), es posible obtener la distancia entre los planos, obteniendo asi informacién sobre la estructura
del material.

An = 2dsinf (1)

Donde n es un numero entero (orden de reflexion), A es la longitud de onda de los rayos X, d es la
distancia caracteristica entre los planos de la muestra y 8 es el angulo entre el haz incidente y el
reflejado (Ramachandran & Beaudoin, 2000).

El resultado de la sintesis de COF-LZU1 en forma de polvo seco se molié en un mortero y, debido a
la pequeiia cantidad que suponia, se colocd sobre un portamuestras de aluminio de fondo cero
previamente limpiado y nivelado. Para la confirmacidn de la estructura COF-LZU1 se utilizé un
difractémetro Phillips X'pert-3719, realizando barridos desde 26 de 0,7 °a 70 °.

3.2.2.2 Adsorcion y desorcion de N,

El drea de las nanoparticulas COF-LZU1 se determind mediante adsorcion-desorcidn de nitrégeno
utilizando un equipo Micrometrics ASAP 2420. Las muestras se deshidrataron realizando un
pretratamiento a 1002C a vacio para eliminar humedad y especies adsorbidas.

El area superficial especifica se calculé mediante el método BET (Brunauer, Emmet y Teller) a 77K.
Este método se basa en la medicién del volumen (o el cambio de presidn) de un gas antes y después
de adsorberse a una muestra (Sing, 2001). Por otro lado, el volumen de poro se calculé mediante
el método BJH (Barret-Joyner-Halenda) utilizando la rama de desorcion de la isoterma de adsorcion-
desorcién de Ny,
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3.2.2.3 Microscopia electronica (TEM y FESEM)

Para observar la morfologia y estructura de las nanoparticulas COF-LZU1, se utilizé microscopia TEM
y FESEM.

La microscopia electrénica de transmisiéon (TEM, Transmission Electron Microscopy) se basa en la
formacién de imagenes mediante la transmisidn de un haz de electrones a través de una muestra
ultrafina. Este haz se genera gracias a un cafién de electrones y se enfoca en linea recta para
atravesar la muestra mediante un condensador electromagnético. Gracias a su alta resolucion, es
posible observar la estructura interna de muestras a escala nanométrica (Bunker et al., 2008;
Tortora et al., 2007).

Para preparar la medicion, se disolvié una pequefa cantidad de COF-LZU1 sobre diclorometano y
esta suspension se depositd sobre una rejilla TEM recubierta con pelicula de carbono. Después, se
dejé evaporar el disolvente y se llevé a cabo la medicién utilizando un equipo Philips CM10 a 100
kv.

La microscopia electrénica de barrido por emision de campo (FESEM, Field Emission Scanning
Electron Microscopy) es una tecnologia que permite observar la microestructura de los materiales.
Sigue los mismos principios que la microscopia electrénica de barrido (SEM, Scanning Electron
Microscopy) solo que utilizando una fuente de electrones distinta. En SEM, un haz de electrones
emitido reacciona con la muestra y produce electrones secundarios y retrodispersados, los cuales
son detectados para formar una imagen de la muestra en un monitor. La fuente de electrones
utilizada en SEM es termidnica, es decir, un filamento se calienta hasta liberar electrones. En el caso
del FESEM, se utiliza un cafidn de emisiéon de campo (field emission gun) que proporciona un haz
de electrones muy focalizado, lo cual mejora la resolucién (Abd Mutalib et al., 2017).

La muestra se preparé fijandola sobre un portamuestras metdlico utilizando un recubrimiento de
platino para tener una buena conexidn eléctrica. La medicidn se realizd utilizando el equipo
instalado en el Servicio de Microscopia de la UPV (ULTRA 55 de la marca ZEISS).

3.2.2.4 Dispersion de luz dindmica (DLS) y Potencial ¢

La dispersion de luz dindmica (DLS, Dynamic Light Scattering) es una técnica empleada para estudiar
la difusion de macromoléculas en solucidn, proporcionando su coeficiente de difusién. El
coeficiente de difusidon depende de la forma y el tamaiio de las macromoléculas, por lo que permite
calcular el radio hidrodinamico. Ademas, también permite cuantificar el grado de heterogeneidad
de la muestra mediante el indice de polidispersidad (PDI, Polydispersity Index) (Stetefeld et al.,
2016).

Por otro lado, el potencial Zeta ({) es el potencial electrostético que se genera ante la diferencia de
carga entre los iones adsorbidos a la nanoparticula y aquellos presentes en el medio de dispersion.
Este parametro proporciona informacién sobre la estabilidad coloidal de las suspensiones, ya que
valores absolutos elevados de potencial £ indican una mayor repulsidn electrostatica entre
particulas y, por tanto, una menor tendencia a la agregacion. Durante la medicidn se aplica un
campo eléctrico a la muestra y se determina la movilidad electroforética de las nanoparticulas, a
partir de la cual se calcula el potencial .
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Las muestras se prepararon disolviendo 0,5 mg en 100 mL de etanol, en el caso de la medida de
DLS, y en agua para la medida del potencial {. Ambas mediciones se realizaron utilizando el mismo
equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK). El analisis se llevé a cabo
a 25 2Cy un dngulo de dispersion de 1732 (Clogston & Patri, 2011).

3.2.3 Caracterizacion de COF-LZU1-Gem

3.2.3.1 DLSy Potencial &

En este caso, la medicidn de DLS Y potencial € del anclaje COF-LZU1-Gem se llevd a cabo de forma
analoga a la descrita para COF-LZU1. Se disolvieron 0,5 mg de la nanomedicina en 100 mL de etanol
para DLS y en 100 mL de agua para la medida del Potencial {. Ambas mediciones se llevaron a cabo
con un equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK).

3.2.3.2 HPLC-UV

La cantidad de profarmaco Gem 4 incorporado en la nanomedicina se calculé de forma indirecta
analizando cuanta cantidad no habia reaccionado realizando una medicion HPLC-UV. Para ello, se
recuperd el sobrenadante de la filtracidn a vacio que se realizd al terminar la sintesis de la
nanomedicina. Este se concentrd en rotavapor y se liofilizé durante una noche. Al dia siguiente se
peso la cantidad de muestra obtenida (64 mg), se redisolvié en 10 mL de metanol apto para HPLC.

A partir de esta muestra se prepard una disolucién mediante dilucién 1:2 en metanol. Esta
disolucion se introdujo en un dispositivo HPLC-UV Agilent 1220 Infinity an analytical column
(Mediterranean Sea C18, 3um, 100 x 21 mm, Teknokroma).

Los disolventes utilizados fueron acetonitrilo/TFA a pH 3 y H.O/TFA a pH 4,5 en un método
isocratico 90% acetonitrilo/TFA + 10% H,O/TFA. La estabilizacién de la columna se llevd a cabo en
tres pasos: primero con un caudal de 0,1 mL/min, después se aumenté el caudal a 0,3 mL/miny el
caudal final y el que se utilizé6 como flujo de método fue de 0,6 mL/min. La deteccidn se realizd
mediante un detector de arreglo de diodos (DAD) ajustado a una longitud de onda de 267 nm,
utilizando un ancho de banda de 4 nm. Se realizaron 3 repeticiones por disolucion, inyectando 5 uL
en cada caso y realizando purgas con metanol entre cada medicién.

Paralelamente, se realizd una curva de calibrado de gemcitabina. Se prepararon disoluciones de
gemcitabina en metanol a concentraciones de 0,15; 0,3; 0,6; 0,9; 1,2 y 1,5 mg/mL. Cada disoluciéon
se midid mediante HPLC-UV un total de tres veces con los pardmetros especificados anteriormente,
se obtuvo el area del pico de cada repeticidn, y se calculd el promedio de estas tres. Se realizd una
curva de calibrado relacionando la concentracidon de gemcitabina en mg/mL con el promedio de las
areas cromatograficas, obteniéndose la siguiente ecuacion:

y =6001,6x 2)

donde x representa la concentracién de gemcitabina en mg/mL e y el promedio de las 4reas de los
picos cromatograficos.

Posteriormente, se determinaron las areas de los picos correspondientes a las muestras y se calculd
el valor medio de cada una. Dichos valores se sustituyeron en la Ecuacién (2) para asi poder obtener
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la concentracidon de gemcitabina presente en cada muestra. A continuacién, la cantidad de
gemcitabina presente en el sobrenadante se calculé mediante la Ecuacion (3):

mg, =x-Fq-V; (3)

donde mg; corresponde a la cantidad de gemcitabina en miligramos presente en el sobrenadante,
Faes €l factor de dilucidn aplicado y Viel volumen de disolucidn de la muestra.

Se empled un factor de 1:2 mientras que el volumen de disolucién fue de 10 mL de metanol.

La cantidad de gemcitabina anclada al COF-LZU1 se obtuvo restando los miligramos de gemcitabina
presentes en el sobrenadante a la cantidad inicial afiadida a la sintesis (51,65 mg). Asi, el porcentaje
de gemcitabina anclado se calculé como la relacion entre la masa de gemcitabina anclada y la masa
inicial utilizada en la reaccién multiplicados por 100 para expresarla en porcentaje.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion del profarmaco

4.1.1 'H-RMNy BC-RMN

La caracterizacién por RMN de 'H y 3C permite comprobar si los productos obtenidos al finalizar
cada fase se corresponden con su intermedio de reaccion.

En el espectro correspondiente a Gem 1 (Figura 6), es posible extraer las siguientes sefiales (300
MHz, DMSO-de): 7,64 (d, J = 7,5 Hz, 1H); 7,43 (d, J = 9,0 Hz, 2H); 6,22 (t, J = 9,3 Hz, 1H); 5,81 (d, J =
7,5 Hz, 1H); 5,26 (t, ) = 5,7 Hz, 1H); 5,17 (m, 1H); 4,15 (m, 1H), 3,69 (m, 2H); 1,46 (s, 9H).

En dicho espectro es posible observar un singlete intenso cuyo desplazamiento coincide con el de
una cadena alifatica (1,46 ppm). Este se corresponde a los nueve protones del grupo tert-butilo
incorporado en este paso, confirmando la presencia del grupo protector Boc. También es posible
observar dos dobletes cuya constante de acoplamiento es la misma (6 = 5,81y 6 = 7,64), situandose
de este modo en carbonos vecinos. Estas sefiales se corresponden con los protones de la base
pirimidinica, pues son los Unicos protones que estan contiguos y pueden generar una seiial a un
desplazamiento tan alto. La sefial presente a 3,69 ppm podria corresponderse con los protones del
carbono 5’ del azlcar, pues integra para dos protones y entra dentro de la zona caracteristica de
aparicion de cadenas alifaticas. Del mismo modo, teniendo en cuenta el desplazamiento quimico,
podemos asignar las sefiales a 4,15 ppm y 5,17 ppm a los protones H-4’ y H-3’ respectivamente del
azucar, pues el fldor del carbono 2’ afecta a los desplazamientos quimicos.

Podemos inferir, por lo tanto, que la seial a 5,26 ppm se correspondera con el protén anomérico y
las sefiales a 6,22 ppm y 7,43 ppm se corresponderdn con los protones que acompafian a los
haldégenos, es decir, a los protones de los grupos hidroxilo y amino.

Teniendo en cuenta el conjunto de la informacidn presentada, es posible afirmar que el resultado
del primer paso de la sintesis del profarmaco de gemcitabina se corresponde con el intermedio
deseado.
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Figura 6. 1H-RMN del resultado de la sintesis de Gem 1

Continuando con el espectro del producto de la reaccion Gem 2 (Figura 7), podemos tener en
cuenta las siguientes senales (300 MHz, DMSO-ds): 10,57 (s, 1H); 8,11 (d, 1H); 7,09 (d, 1H); 6,28 (t,
1H); 5,32 (m, 1H); 5,20 (m, 1H); 4,24 (m, 1H); 3,71 (m, 2H); 1,47 (d, 18H).

En este caso, podemos observar que las sefiales son muy similares a las obtenidas en el espectro
anterior, pues el Unico cambio que ha sucedido es la proteccion del grupo amino de la citosina con
un grupo Boc. De esta manera, podemos observar que el cambio mas notable es la sefial presente
ad=1,47 ppm, que ahora integra por 18 hidrégenos. Esto se debe precisamente a la incorporacion
de los hidrégenos de este grupo Boc, los cuales poseen el mismo entorno quimico, por lo que la
misma sefial que antes integraba por 9 hidrégenos, ahora integra el doble. Ademas, hay una nueva
sefial a 10,57 ppm, la cual probablemente se corresponda con el hidrégeno restante del grupo
amino, ya que es posible que la sustituciéon de un protdn del grupo amino de la citosina por el grupo
Boc haya provocado que un desplazamiento en la sefial del protén restante.

Asi, es posible verificar la estructura obtenida, por lo que el producto es apto para continuar con la
sintesis.
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Figura 7. 'H-RMN del resultado de la sintesis de Gem 2

Para el tercer paso de la sintesis (Figura 8) las sefiales obtenidas fueron (300 MHz, DMSO-dg): 1,42
(s, 9H), 1,52 (d, 18H); 3,24 (m, 2H); 4,48 (m, 3H); 5,38 (m, 1H); 6,36 (t, 1H); 6,94 (m, 1H); 7,19 (d,
1H), 8,05 (d, 1H); 10,65 (s, 1H).

En este nuevo paso, el cambio en las sefales obtenidas es mas notable. Por ejemplo, aparece una
sefial a 1,42 ppm que integra por 9 hidrégenos. De forma similar al caso anterior, esta se
corresponde con el recién incorporado grupo Boc de la cadena lateral R. Ya que este enlace se ha
dado mediante unidn al oxigeno de un alcohol, la sefial de ese protdn ya no estd presente. Ademas,
también aparece una nueva sefial asociada al protdn del grupo amino de la cadena R a 7,19 ppm,
asi como la sefial de uno de los grupos CH, de esta a 4,48 ppm. Sin embargo, la seial del otro grupo
CH; de la cadena lateral esta debajo de la sefial del DMSO-dg, por lo que no fue posible integrarla.
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Figura 8. 1H-RMN del resultado de la sintesis de Gem 3

Finalmente, para la sintesis del producto final, Gem 4, en el espectro de *H-RMN (Figura 9) se
detectaron las siguientes sefiales (300 MHz, MeOH-d,): 2,70 (m, 2H); 3,14 (m, 2H); 4,07 (m, 1H);
4,21 (m, 1H); 4,38 (m, 1H); 4,45 (m, 1H); 6,05 (m, 2H); 7,74 (d, 1H).
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Figura 9. *H-RMN del resultado de la sintesis de Gem 4

Sin embargo, ya que la resolucién del resultado de H-RMN fue relativamente baja y el uso de
metanol deuterado como dispersante cambia considerablemente el desplazamiento quimico con
respecto a los resultados de las otras sintesis, para facilitar la asignacion de sefiales es necesario
analizar a su vez el espectro de 3C-RMN (Figura 10). En este, podemos encontrar las siguientes
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sefiales (75 MHz, MeOH-d4): 30,69; 34,86; 62,95; 70,71; 78,94; 94,71; 122,02; 124,59; 143,79;
149,96; 161,71; 170,44.
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Figura 10. 13C-RMN del resultado de la sintesis de Gem 4

Asimismo, esta informacion se integrd en una representacion 2D-HSQC (Figura 11). Gracias a esta,
podemos determinar que la sefal del espectro de protén a 7,74 ppm y la sefial a 6,05 ppm se
corresponde con los protones de la base pirimidinica. Como es evidente, no hay sefales en torno a
1,5 ppm pues todos los grupos Boc han desaparecido después de la desproteccién realizada en este
paso de sintesis. El resto de las sefiales detectadas en este espectro pueden ser asignadas a CH; 0
bien a CH presentes a lo largo del profarmaco o de la cadena lateral.
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Figura 11. 2D-HSQC del resultado de la sintesis de Gem 4
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4.1.2 HPLC-MS

La determinacion de la masa del profarmaco se llevé a cabo gracias a un sistema HPLC acoplado a
espectrometria de masas triple cuadrupolo operando en modo de ionizacidn por electrospray (ESI).
En el espectro obtenido, se observd el ion [M+H]* correspondiente a la férmula molecular
C12H1sFoN4Os. El valor de m/z calculado tedricamente fue de 334,232, mientras que el valor
experimental determinado fue de 334,166, mostrando una concordancia adecuada entre ambos
valores y confirmando, junto a los datos anteriores, la identidad del compuesto analizado.

4.2 Caracterizacion de la nanoparticula COF-LZU1

4.2.1 Difraccion de Rayos X (XRD) de COF-LZU1

Para comprobar la estructura cristalina de la nanoparticula sintetizada, se analiz6 el difractograma
generado mediante difraccion de rayos X (Figura 12). En este podemos observar picos de difraccion
bien definidos, por lo que hay regiones cristalinas en la muestra. Asimismo, también esta
representada la simulacién de un patrdn. Hay concordancia entre la posicion de los picos medidos
y los simulados, lo que indica que la fase cristalina obtenida se corresponde con la estructura
propuesta en la simulacién.

Por otro lado, al comparar el material con la caracterizacién llevada a cabo por Pi-Martin et al.,
(2025), se observa una coincidencia entre ambos patrones. Esta coincidencia confirma la formacién
de COF-LZU1 con éxito. Ademads, la presencia de sefiales de difraccidon definidas demuestra la
estructura cristalina ordenada del material.
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Figura 12. XRD en polvo de la nanoparticula COF-LZU1 (azul) y el patron simulado (rojo)

4.2.2 Adsorciéony desorcion de N,

Mediante absorcion y desorcién de nitrégeno fue posible determinar la superficie especifica y el
volumen y tamafio medio de poro del material.

El COF-LZU1 presentd una superficie especifica BET de 65,2 m?/g, mientras que el volumen de poro
fue de 0,276 cm?/g. El 4rea calculada posee un valor relativamente bajo, teniendo en cuenta que
se han reportado sintesis del mismo material que producian particulas del orden de incluso mas de
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200 nm (Pi-Martin et al., 2025). En cuanto al volumen y tamafio de poro, fueron menores de lo
esperado basado en otras descripciones del material (Ding et al., 2011). Esto indica que, aunque
como resultado de la sintesis se haya obtenido el producto deseado, la estructura de este es menos
cristalina de lo que cabria esperar teniendo en cuenta la naturaleza reticular del material,
probablemente debido a la mezcla de lotes que fue necesaria para tener la suficiente cantidad.

Por otro lado, la isoterma de adsorcién-desorcion del COF-LZU1 (Figura 13) presenta un
comportamiento caracteristico de una isoterma de tipo IV segun la clasificacién de la IUPAC, lo que
indica que el material es mesoporoso. Sin embargo, cabe destacar que el incremento principal de
adsorcion de nitrégeno ocurre a altas P/P,, lo cual puede ser explicado por la baja superficie
especifica disponible, mientras que, a bajas presiones relativas, la adsorcidon de nitrégeno es
limitada. Presenta una histéresis, asociada a la diferencia que se produce entre la adsorcién y la
desorcion. Esta es de tipo H1, tipicamente asociada con materiales que tienden a agregarse o con
materiales compuestos por esferas dispuestas de forma uniforme, aunque esta no es muy marcada
y se da principalmente a altas presiones relativas. Este tipo de isoterma sumada a la presencia de
una histéresis respalda la naturaleza mesoporosa del material COF-LZU1.

En conjunto estos resultados son coherentes con la naturaleza reticular del material.

Isotherm Linear Plot
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Figura 13. Isoterma de adsorcion-desorcion de COF-LZU1

4.2.3 Microscopia electrénica

La caracterizacién morfoldgica del COF-LZU1 se llevd a cabo mediante TEM y FESEM para analizar
la morfologia externa y la estructura interna del material.

La imagen obtenida mediante FESEM (Figura 14, A) muestra que el material COF-LZU1 sintetizado
estd compuesto por particulas con una distribucidon relativamente uniforme, y la superficie
observada muestra una textura rugosa la cual es explicada por la naturaleza porosa caracteristica
de este tipo de redes covalentes organicas. Las particulas muestran una morfologia esférica y
homogénea, con un didmetro de aproximadamente, entre 200 y 300 nandmetros. Aunque en
general la distribucion de tamafio es homogénea, puede observarse cierta agregacion debido la
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tendencia de las particulas a agregarse para estabilizar las interacciones m—m entre capas
adyacentes (Ding et al., 2011).

Por otro lado, en la imagen TEM (Figura 14, B) se puede observar una morfologia en forma de
estrella, en concordancia con lo descrito en la literatura (Pi-Martin et al., 2025). Asimismo, se
aprecia cierto grado de agregacion entre particulas, también de acuerdo con los resultados de la
microscopia FESEM.

Figura 14. Imdgenes FESEM (A) Y TEM (B) de las nanoparticulas COF-LZU1

424 DLSy potencial £

El tamafio de las nanoparticulas COF-LZU1 se determiné mediante dispersion dinamica de luz (DLS),
obteniendo un valor de Z-average de 209,2 nm. El tamafo hidrodinamico de nanoparticula es muy
relevante en el disefio de nanocarriers ya que nanoparticulas con tamafios superiores a 200 nm
tienden a acumularse en el higado y en los rifiones, mientras que nanoparticulas con un diametro
menor a 5 nm son filtradas por el rifién antes de llegar a su sitio de actuacion (Blanco et al., 2015).
De esta manera, el tamafio del COF-LZU1 es lo suficientemente grande para evitar su eliminacion
por filtracién renal, pero esta cerca del limite superior de tamafo compatible con su acumulacién
en el higado.

El indice de polidispersidad (PDI) fue de 0,041, lo cual indica una poblacion muy homogénea ya que
esta muy por debajo de 0,3. Unicamente valores de PDI mayores de 0,7 pueden considerarse como
una distribucion del tamafio de particulas muy amplia. Como podemos observar, este esta lejos de
ser el caso de las nanoparticulas estudiadas en el presente trabajo. De hecho, valores de PDI
menores de 0,5; como ocurre para la medicidn de estas nanoparticulas de COF-LZU1, se consideran
como altamente monodispersos. Esto sugiere que no hay una agregacién ya que no hay
subpoblaciones de tamafios diferenciados: hay una alta uniformidad en el tamafio de las particulas
y una buena reproducibilidad del proceso de sintesis (Danaei et al., 2018).
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Por otro lado, el potencial { de las nanoparticulas fue de -17,6 mV, lo que indica una carga
superficial negativa en un medio acuoso. Segun la literatura, un potencial £ de entre -10 y +10 mV
se considera neutral, mientras que un material con un potencial menor de -30 mV se considera muy
anidnico (Clogston & Patri, 2011). Asi, podemos considerar que el COF-LZU1 posee una estabilidad
moderada, con repulsidon entre las nanoparticulas por la carga negativa, lo cual dificulta la
agregacion de estas.

Estos valores son relevantes ya que el tamano de particula y el PDI de un nanocarrier son
caracteristicas fisicoquimicas que resultan determinantes para la captacién celular.

4.3 Caracterizacion de la nanomedicina COF-LZU1-Gem

4.3.1 DLSy potencial £

En este caso, el valor de Z-average obtenido para la nanomedicina COF-LZU1-Gem fue de 814,6 nm,
mientras que el PDI fue de 0,690 y el potencial { fue de -6,91 mV.

Como podemos observar, el tamafio hidrodinamico es muy superior al obtenido para la
nanoparticula. Un aumento de tamafo mas de 600 nm no puede deberse Unicamente a que la
incorporacién de gemcitabina haya aumentado las dimensiones de la nanomedicina en su conjunto,
pues es una diferencia demasiado notable. Teniendo en cuenta la disminucién de potencial C de
-17,6 mV a -6,91 mV y al aumento del PDI con respecto a COF-LZU1, lo mds probable es que haya
habido una agregacidn que causara que las nanoparticulas se unieran, lo que llevé a que el detector
interpretara la agregacién de varias nanoparticulas como una sola, por lo que el diametro medido
es considerable.

Teniendo en cuenta la estructura de la gemcitabina, la explicacién mds plausible es que, debido al
uso de etanol como dispersante, el grupo amino de la base pirimidinica de la gemcitabina se cargé
positivamente, lo cual disminuyd la carga negativa total de la molécula y redujo la repulsién
electrostatica entre ellas, promoviendo asi una cierta agregacion, lo que da lugar a la formacién de
pequefios oligdmeros de particulas. Por lo tanto, no podemos saber exactamente el tamafno de
COF-LZU1-Gem sintetizadas por esta técnica, aunque podemos inferir que no dista mucho de aquel
medido para COF-LZU1.

4.3.2 HPLC-UV

Mediante HPLC-UV fue posible analizar el porcentaje de gemcitabina anclado al COF-LZU1 en la
reaccién de sintesis de la nanomedicina analizando el sobrenadante. Asi, ha sido posible calcular
un area promedio de los picos cromatograficos de 13109, una concentracion de gemcitabina
presente en el sobrenadante de 2,18 mg/mL, lo cual se traduce a 43,68 mg de gemcitabina no
anclada y 7,97 mg de gemcitabina anclada.

Estos calculos se pudieron llevar a cabo gracias a la recta de calibrado llevada cabo mediante la
medicidon HPLC-UV de concentraciones variables de gemcitabina (Figura 15).
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Figura 15. Recta de calibrado de gemcitabina obtenida por HPLC-UV a partir de la relacion entre la concentracion de
gemcitabina (mg/mL) y el drea promedio de los picos cromatogrdficos

En cuanto a la gemcitabina anclada, de los 51,65 mg afadidos para la reaccién de sintesis,
Unicamente se anclaron al COF-LZU1 7,97 mg de gemcitabina, es decir, un 15,42 % en peso.

En comparacion con otros sistemas descritos, el porcentaje es bajo. Por ejemplo, Garcia-Garcia et
al. (2020) describieron un sistema de nanocarriers formado por nanoparticulas de poli (e-
caprolactona) para encapsular gemcitabina, lo cual les proporcioné un porcentaje de gemcitabina
encapsulada de 87,468 + 0,332 % en peso. Sin embargo, cuando comparamos con otros sistemas
en los que el farmaco se une covalentemente, la cantidad de gemcitabina incorporada es elevada.
Asi, Botella et al. (2011) incorporaron camptotecina en nanoparticulas de silice mediante unidn
éster, con una concentracion maxima del 10 % en peso. Nuestro resultado es mas comparable al
obtenido por Cabrera-Garcia et al. (2019), quien incorporé camptotecina en el MOF MIL-101
mediante enlace éster, con una concentracion maxima del 18 % en peso. En este sentido, hay que
tener en cuenta que la gemcitabina es muy hidrofilica, lo que puede resultar en una mala difusion
en matrices hidrofébicas, como es el caso de COF-LZU1. Ademas, como ya ha quedado demostrado
mediante la medida de adsorcion y desorcién de nitrégeno, la superficie especifica de las particulas
es limitada es especialmente pequena, lo que reduce su capacidad de incorporar gemcitabina. A
pesar de ello, la cantidad de gemcitabina en las particulas de COF-LZU1 es suficiente para el estudio
preclinico de esta nueva nanomedicina, tanto en sistemas in vitro como en modelos in vivo (Botella
et al,, 2011).
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5 CONCLUSIONES

Los ensayos llevados a cabo en el presente trabajo han permitido extraer las siguientes
conclusiones:

1)

2)

3)

Ha sido posible sintetizar una nanoparticula de tipo COF, en especifico COF-LZU1, asi como
su caracterizacion. Los resultados de dicha caracterizacidn sugieren una nanoparticula
reticular cristalina, mesoporosa, con una distribucidn uniforme y baja agregacién debido a
la negatividad de su potencial £, ademas de poseer una baja superficie disponible.
Mediante un protocolo de cuatro etapas basado en quimica organica de proteccién-
desproteccidn, es posible la sintesis de un nuevo profarmaco de gemcitabina con la cadena
lateral PB-alanina, habiendo sido estas estructuras y sus intermedios de sintesis
comprobados y verificados mediante *H-RMN, 3C-RMN y HPLC-MS.

Finalmente, el anclaje del profdrmaco de gemcitabina a la nanoparticula COF-LZU1
mediante unidn covalente proporciona una nueva nanomedicina COF-LZU1-Gem, con un
contenido en gemcitabina relativamente alto, y vdlido para estudios preclinico in vitro e in
vivo.
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