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Resumen

Resumen

La quimioterapia, una de las herramientas mas potentes para el tratamiento
del cancer, se enfrenta desde hace tiempo a una serie de limitaciones dificiles de
superar que estan evitando progresar en la mejora de la respuesta de los pacientes
afectos de esta patologia. Si bien es cierto que, usada tras la cirugia y/o radioterapia
para erradicar el tumor primario y como tratamiento adyuvante, es capaz de curar
una fracciéon importante de pacientes, su uso como tratamiento de primera opcion
en muchos tipos de cancer o en pacientes con metastasis ya desarrolladas no
produce una respuesta satisfactoria. Este fracaso terapéutico, no cabe duda, se
relaciona con las caracteristicas especificas de los antineoplasicos usados y puede
tener muy diverso origen, habiéndose descrito una rapida eliminacién del
compartimento intracelular, un insuficiente transporte al interior celular, un
metabolismo intracelular acelerado, un incremento de la capacidad de reparacion del
dano producido al ADN, la activacién de vias de sefalizaciéon de supervivencia de la
célula y/o la inhibicién de vias de sefalizaciéon de muerte celular programada
(apoptosis), entre otras. El disefio de farmacos que sean capaces de superar estas
limitaciones supondra una mayor efectividad contra los diferentes tipos de cancer y
por ende una mejora significativa del prondstico de estos pacientes.

Entre los farmacos antitumorales mas efectivos, pero también con mayores
limitaciones en su uso, se encuentran la doxorrubicina (DOX), el 5-fluorouracilo (5-
FU) y el paclitaxel (PTX), farmacos de eleccion y de uso clinico habitual en el cancer
de mama, cancer de colon y cancer pulmoén, que representan, segun Instituto
nacional de Salud de EEUU las tres patologias tumorales mas frecuentes en la
actualidad (febrero de 2017). Los tres agentes citados poseen una baja especificidad
por el tejido tumoral contra el que actian lo que les lleva a inducir severos dafios en
los tejidos sanos que se manifiestan como efectos secundarios, muchos de ellos
causa del abandono del tratamiento por parte del paciente. Asi, la DOX induce una
severa cardiotoxicidad mientras que el PTX provoca un intenso dolor neuropatico y
reacciones de hipersensibilidad, especialmente por los solventes utilizados dada su
baja solubilidad. En el caso del 5-FU, su rapida metabolizacién que disminuye su

biodisponibilidad y por tanto reduce su concentraciéon en el tejido tumoral, es causa
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Resumen

de su bajo rendimiento terapéutico. A estos factores, debemos sumar la presencia de
tumores considerados “quimiorresistentes” por muy diversos mecanismos, para lo
que la quimioterapia no es pues una alternativa terapéutica ya que su UsO No
aumenta significativamente la supervivencia de los pacientes.

En este contexto, la nanotecnologia esta consiguiendo desarrollar nuevos
sistemas de transporte de farmacos antitumorales que evitan sus limitaciones y
mejoran su actividad incluyendo su proteccién frente a una rapida eliminacién y/o
degradacion, un aumento de su vida media en la circulacién sanguinea, la mejora de
su solubilidad, el aumento de su especificidad antitumoral, la asociacién a otros
agentes antitumorales o el bloqueo de posibles mecanismos de resistencia. Todas
estas ventajas que aparecen tras la encapsulaciéon de los farmacos son posibles
debido a las propiedades fisico-quimicas de las nuevas nanoformulaciones,
propiedades que nos permiten modular su tamafio, su carga superficial, su
biodegradabilidad y biocompatibilidad e incluso, su afinidad hacia un determinado
tipo tumoral (direccionamiento). En el caso de la terapia frente al cancer, las
nanoformulaciones mas comunmente utilizadas para el transporte de farmacos son
los liposomas, las nanoparticulas (NPs) poliméricas, las NPs magnéticas o las NPs
lipidicas solidas.

El presente trabajo de investigacion se centra en el estudio de NPs
poliméricas de poli (butilcianoacrilato) (PBCA), poli (e-caprolactona) (PCL) y acido
poli(lactico-co-glicélico) (PLGA), como sistemas transportadores de los farmacos
antitumorales DOX, 5-FU y PTX, orientados hacia la mejora del tratamiento del
cancer de mama, pulmoén y colon. En concreto, hemos sido capaces de generar tres
grupos de NPs que en base al farmaco transportado han sido denominadas DOX-
PBCA y DOX-PCL, 5-FU-PBCA y 5-FU-PCL y PTX-PLGA. Estas nuevas
nanoformulaciones han sido ensayadas 7z wvivo y/o in wvitro sobre modelos
experimentales de cancer de mama, colon y pulmén pudiendo demostrar una
significativa mejora de la actividad antitumoral de dichos nanocompuestos en
relacion al uso de los agentes libres (no asociados a NPs). Todos los resultados
obtenidos se recogen en cuatro publicaciones en revistas internacionales de alto

impacto (Anexo 1) y en un quinto manuscrito que se encuentra en fase de revision.
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Las nanoformulaciones utilizadas en el presente estudio han sido
desarrolladas mediante métodos de nanoprecipitacion, disposicioén interfacial de
polimeros y emulsién/polimerizacion. La sintesis ha sido llevada a cabo en los
Departamentos de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica de la Universidad de
Granada y Sevilla bajo la supervisiéon del Dr. Jose Luis Arias y la Dra. Lucia Martin,
respectivamente. Se obtuvieron NPs de tamafios homogéneos menores de 250 nm,
adecuadas para su uso 2 vitro € in vivo (administracion intravenosa) presentando un
perfil de liberacién de farmaco bifasico consistente en una primera fase de liberacion
rapida, seguida de una segunda fase de liberacién continuada. Tras su completa
caracterizacion, las NPs con las propiedades fisico-quimicas mas adecuadas y con
los mejores perfiles de internalizacion y liberacién de farmaco, fueron seleccionadas
para realizar los ensayos en modelos iz vitro e in vivo de cancer de mama, pulmon y
colon.

Los estudios 7z vitro fueron llevados a cabo en cultivos celulares utilizando
tanto células de cancer de mama, pulmoén y colon humanas y de ratén, como células
no tumorales humanas. Las NPs vacias (sin farmaco) fueron ensayadas en cultivos
determinando la modulaciéon de la proliferaciéon celular con objeto de valorar su
toxicidad. Los resultados obtenidos demostraron que todas las NPs testadas
presentaron una excelente biocompatibilidad a las dosis empleadas, tanto en lineas
tumorales como no tumorales. Posteriormente, se analizo el efecto antiproliferativo
de nuestras nanoformulaciones (DOX-PBCA y DOX-PCL, 5-FU-PBCA y 5-FU-
PCL y PTX-PLGA) en comparaciéon con los farmacos DOX, 5-FU y PTX libres.
Nuestros resultados demostraron que, en todos los casos, la asociacioén del farmaco
a la NP provocaba una significativa mejora de su efecto antitumoral. Asi, pudimos
comprobar una reducciéon de la concentracion inhibitoria 50% (ICso) de 21,7 veces
para la DOX vehiculizada en NPs de PBCA (DOX-PBCA) en la linea de cancer de
mama de ratéon EO771 o de 42 veces en el caso del 5-FU vehiculizado en NPs de
PBCA (5-FU-PBCA) en la linea humana de cancer de colon T84.

Por otra parte, se realizaron estudios para determinar la mejora en la
internalizacién celular de las moléculas transportadas por las NPs. Fluoréforos

asociados a dichas NPs (ze. rojo nilo-NR) o las propiedades fluorescentes de
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algunos farmacos (ze. DOX) fueron utilizados para determinar la presencia de las
nanoformulaciones en el interior celular mediante técnicas de citometria de flujo,
microscopia de fluorescencia y confocal. Nuestros resultados demostraron un
significativo incremento dosis-dependiente de la internalizacién de las moléculas
transportadas por nuestros nanocomplejos en todos los tipos celulares testados. Asi,
observamos un significativo incremento de fluorescencia, y por tanto de entrada de
las moléculas en células humanas de cancer de mama (MCF-7), tras la exposiciéon a
los nanocomplejos DOX-PBCA (media hora) y NR-PLGA (dos horas) que fue
estimado en un 51,9% vy 70,1%, respectivamente. Ademas, los nanocomplejos
provocaron cambios en el patréon de localizacion de las moléculas transportadas,
debido posiblemente a su diferente mecanismo de entrada en el interior celular
(endocitosis, pinocitosis, fagocitosis) en relacion a las moléculas libres (difusion
simple).

Los ensayos 7z vivo fueron realizados sobre modelos murinos, utilizando
ratones inmunocompetentes de la cepa C57BL/6 inoculados via subcutinea con
células tumorales de las lineas E0771 (cancer de mama), LI.2 (cancer de pulmon) y
MC38 (cancer de colon), procedentes de la misma cepa de raton. Tras la generacion
de los tumores, los ratones fueron sometidos a tratamiento con las
nanoformulacions DOX-PBCA, DOX-PCL, 5-FU-PBCA y 5-FU-PCL, y con el
farmaco libre. Los estudios incorporaron tratamientos con NPs vacias (sin farmaco).
Los ratones tratados fueron monitorizados en relacién a la modificaciéon de su peso,
volumen del tumor y supervivencia. Los tratamientos con NPs de DOX-PCL, se
acompafaron de estudios de toxicidad tisular producida por el farmaco, incluyendo
el analisis de los parametros sanguineos y de marcadores de dafio cardiovascular.
Nuestros  resultados  demostraron que todos los  tratamientos con
nanoformulaciones con DOX o 5-FU indujeron reduccién significativa del volumen
tumoral en comparaciéon con los farmacos libres. Asi, en ratones con cancer de
pulmén inducidos y tratados con DOX-PBCA se observd una reduccion del
volumen tumoral de hasta un 28% mas que con el uso de la DOX libre. Esta
reduccion fue de un 36% en el caso de los modelos de cancer de mama y pulmén

tratados con DOX-PCL. Este incremento en el efecto antitumoral podria estar
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relacionado con el direccionamiento pasivo producido por el “efecto de
permeabilidad y retenciéon aumentada” (EPR) que favorece la extravasacion de
macromoléculas hacia los tejidos tumorales debido a la producciéon de mediadores
vasculares, los procesos de angiogénesis y al defectuoso drenaje linfatico que
acontece en estos tejidos. Ademas, la mayorfa de los tratamientos con
nanoformulaciones indujeron un incremento significativo de la supervivencia de los
ratones en relacion al uso del farmaco libre. Este incremento fue observado con el
uso de 5-FU-PBCA, 5-FU-PCL en modelos de cancer de colon y con DOX-PCL en
modelos de cancer de pulmén. No obstante, no pudimos observar diferencias
significativas con el uso de DOX-PCL en modelos de cancer de mama en
comparacién con el farmaco libre.

Por ultimo, la monitorizacién del peso de los ratones, un factor indicativo de
la toxicidad del tratamiento, nos permiti6 demostrar que ninguna de las
nanoformulaciones utilizadas asociadas a DOX o 5-FU, indujeron un aumento de la
toxicidad en relacién al firmaco libre. Por el contrario, las NPs de DOX-PCL
fueron capaces de reducir la toxicidad de DOX en relacién al uso del farmaco libre.
De hecho, los ratones tratados con DOX-PCL no mostraron modificaciones en los
niveles de la serie blanca de la sangre (WBC) ni de los marcadores de dafo
cardiovascular MMP-9 (Matrix metallopeptidase 9), sVACM-1 (vascular cell
adhesion molecule-1) y CRP (C-reactive protein), que si fueron detectados alterados
tras el tratamiento con DOX. Ademas, el uso de los nanocomplejos no indujo
cambios histologicos indicativos de dafio cardiaco al contrario que los detectados
tras el tratamiento con la DOX libre.

En conclusiéon, los resultados del presente trabajo de investigacion
demuestran que las NPs generadas para el transporte de los farmacos DOX, 5-FU y
PTX son altamente biocompatibles y que el uso de los nanocomplejos generados
DOX-PBCA y DOX-PCL, 5-FU-PBCA y 5-FU-PCL y PTX-PLGA producen una
significativa mejora de su efecto antitumoral tanto zz vitro como in vive tanto en
cancer de mama, de pulmén como cancer de colon, en relaciéon al uso de los
farmacos libres. Ademas, algunas nanoformulaciones, como es el caso de DOX-

PCL, son capaces de reducir la toxicidad sistémica del farmaco. A diferencia de otras
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nanoformulaciones (vesiculas lipidicas o liposomas) con poca efectividad para
penetrar en los tejidos tumorales, nuestros nanocomplejos han mostrado ser
vehiculos eficientes de los farmacos antitumorales, pudiendo ser una herramienta
muy util para salvar las actuales limitaciones del tratamiento quimioterapico en
cancer de mama, pulmén y colon, y mejorar el pronéstico de los pacientes afectos

de estas patologfas.
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Chemotherapy, one of the most powerful tools for the treatment of cancer,
has certain limitations difficult to overcome that limiting the improvement of the
response of patients affected by this pathology. If it is used after surgery and/or
radiotherapy to eradicate the primary tumor and as an adjuvant treatment, it may
cure a significant fraction of patients, but if is used as a first-line treatment in many
types of cancer or in patients with metastasis does not produce a satisfactory
response. This therapeutic failure, is related to the specific characteristics of the
antineoplastic agents used and may have diverse origins, for example: a rapid
elimination of the intracellular compartment, an insufficient cell uptake, an
accelerated intracellular metabolism, an increase of the ability to repair DNA
damage, the activation of cell survival signaling pathways and/or inhibition of the
signaling pathways for programmed cell death (apoptosis), among others. The
design of drugs that are able to overcome these limitations will lead a greater
effectiveness against different types of cancer and therefore a significant
improvement in the prognosis of these patients.

The most effective antitumor drugs, but also with greater limitations, are
doxorubicin (DOX), 5-fluorouracil (5-FU) and paclitaxel (PTX). These are drugs of
choice and usual in clinical use in the breast, colon and lung cancer treatment.
According to the National Institute of Health of the USA, they are the three most
common tumor pathologies currently (February 2017). The three drugs mentioned
have a low specificity for the tumor, so they induce severe damages in healthy
tissues that are manifested as side effects, which in many cases causes the patient to
leave the treatment. Thus, DOX induces severe cardiotoxicity, while PTX causes
intense neuropathic pain and hypersensitivity reactions, especially by the solvents
used due to its low solubility. In the case of 5-FU, its rapid metabolism, which
decreases its bioavailability and its concentration in tumor tissue, is the cause of its
poor therapeutic performance. To these factors, we must add the presence of
tumors considered "chemoresistant" by many different mechanisms. Therefore, for
these tumors chemotherapy treatment is not a therapeutic alternative since it does

not significantly increase the survival of the patients.
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In this context, nanotechnology is developing new systems which transport
antitumor drugs, avoiding their limitations and improve their activity by the
protection against fast elimination and/or degradation, an increase in their half-life
in blood circulation, the improvement of their solubility, the increase of tumor
specificity, the association with other antitumor agents or the blockage of possible
resistance mechanisms. All these advantages from the encapsulation of the drugs are
possible due to the physicochemical properties of the new nanoformulations. These
properties allow us to modulate its size, its surface charge, its biodegradability and
biocompatibility and even its affinity for a specific type of tumor (targeting). In the
case of cancer therapy, the most commonly used nanoformulations for drug delivery
are liposomes, polymer NPs, magnetic NPs or solid lipid NPs.

The present research work focuses on the study of polymeric NPs of
poly(butylcyanoacrylate) (PBCA), poly(e-caprolactone) (PCL), poly(lactic-co-glycolic
acid) (PLGA) as transport system of the antitumor drugs DOX, 5-FU and PTX to
improve the treatment of breast, lung and colon cancer. In particular, we have been
able to generate three groups of NPs that have been denominated DOX-PBCA and
DOX-PCL, 5-FU-PBCA and 5-FU-PCL and PTX-PLGA. These new
nanoformulations have been tested 7z vivo and/or in vitro on experimental models of
breast, colon and lung cancer, showing a significant improvement in the antitumor
activity of these nanocomposites in relation to the use of free agents (not associated
with NPs). All the results obtained are collected in four publications of international
journals with high impact (Annex 1) and in a fifth paper that is under review.

The nanoformulations used in the present study have been developed by
methods  of  nanoprecipitation, interfacial  polymer  disposition  and
emulsion/polymerization procedures. The synthesis has been catried out in the
Departments of Pharmacy and Pharmaceutical Technology of the Universities of
Granada and Sevilla under the supervision of Dr. Jose Luis Arias and Dr. Lucia
Martin, respectively. We obtained NPs of homogeneous sizes smaller than 250 nm
that were suitable for zz vitro and 7n vivo use (intravenous administration), and they
have a biphasic drug release profile consisting of a first phase of rapid release,

followed by a second phase of sustained release. After their complete
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characterization, the NPs with the most appropriate physicochemical properties and
the best profiles of internalization and drug release were selected to perform the
tests in 7z vitro and 7n vivo models of breast, lung and colon cancer.

In vitro studies were carried out in cell cultures using both human and mouse
breast, lung and colon cancer cells, as well as human non-tumor cells. The empty
NPs (without drug) were tested in cultures to determinate their toxicity. The results
showed that all the NPs tested showed excellent biocompatibility at the doses used
in both tumor and non-tumor cell lines. The antiproliferative effect of our
nanoformulations (DOX-PBCA, DOX-PCL, 5-FU-PBCA, 5-FU-PCL and PTX-
PLGA) were analyzed and compared to free DOX, 5-FU and PTX drugs. Our
results showed that, in all cases, the association of the drug with NPs resulted in a
significant improvement of its antitumor effect. Thus, we could observe a reduction
of the inhibitory concentration 50% (ICso) of 21.7 times for the DOX-loaded PBCA
NPs (DOX-PBCA) in the mouse breast cancer cell line E0771, or 42 times in the
case of 5-FU-loaded PBCA NPs (5-FU-PBCA) in the human cell line of colon
cancer 184.

On the other hand, some studies were carried out to determine the
improvement in the cellular internalization of the molecules transported by the NPs.
Fluorophores (i.e. nile red-NR) or the fluorescent properties of some drugs (ze.
DOX), were used to determine the presence of nanoformulations within the cell by
flow cytometry and fluorescence and confocal microscopy techniques. Our results
demonstrated a significant dose-dependent increase of the internalization of the
molecules transported by our NPs in all cell types tested. Thus, we observed a
significant increase in fluorescence, and therefore a better uptake of the molecules
into human breast cancer cells (MCF-7), after exposure to the DOX-PBCA (half an
hour) and NR-PLGA nanoformulations (two hours) which was estimated at 51.9%
and 70.1%, respectively. In addition, the nanoformulations caused changes in the
intracellular localization of the transported molecules that may be due to their
different mechanism of cell entry (endocytosis, pinocytosis, phagocytosis) in relation

to free molecules (simple diffusion).
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In vivo assays were performed in immunocompetent mice from the C57BL/6
strain that were inoculated subcutaneously with tumor cells from the E0771 (breast
cancer), L2 (lung cancer) and MC38 (colon cancer) cells, from of the same mouse
strain. After tumor generation, the mice were treated with the nanoformulations
DOX-PBCA, DOX-PCL, 5-FU-PBCA and 5-FU-PCL and with free drugs. The
studies also have treatments with empty NPs (without drug). The treated mice were
monitored for changes of body weight, tumor volume and survival. The tissues
toxicity produced by the drug, including analysis of blood parameters and markers
of cardiovascular damage were also analized in the case of DOX-PCL NPs. Our
results demonstrated that all treatments with NPs loaded with DOX or 5-FU
induced significant reduction of the tumor volume compared to free drugs. Thus, in
mice with induced lung cancer and treated with DOX-PBCA, a reduction of the
tumor volume of up to 28% was observed, and it was higher compared to DOX
treatment. This reduction was 36% for the models of breast and lung cancer treated
with DOX-PCL. This increase in the antitumor effect could be related to the
passive targeting produced by the "enhanced permeability and retention effect"”
(EPR). This favors the extravasation of macromolecules towards tumor tissues due
to the production of vascular mediators, angiogenesis processes and to the defective
lymphatic drainage of tumor tissues. In addition, most nanoformulations induced a
significant increase in mouse survival compared to free drug treatment. This
increase was observed with the use of 5-FU-PBCA, 5-FU-PCL in colon cancer
models and with DOX-PCL in lung cancer models. However, we could not observe
significant differences with the use of DOX-PCL in breast cancer models in
comparison to the free drug.

Finally, by the monitorization of the body weight of the mice that is
indicative of the treatments toxicity, allowed us to demonstrate that none of the
nanoformulations used in combination with DOX or 5-FU induced an increase in
toxicity in relation to free drug. In contrast, DOX-PCL NPs were able to reduce
DOX toxicity compared to free drug treatment. In fact, DOX-PCL-treated mice did
not showed changes in blood white cell (WBC) or markers of cardiovascular damage

MMP-9 (Matrix metallopeptidase 9), sVACM-1 (vascular cell adhesion molecule-1)
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and CRP (C-reactive protein), which were modified after DOX treatment. In
addition, the use of NPs did not induce histological changes that indicate cardiac
damage in contrast to those detected after free DOX treatment.

In conclusion, the results of the present research work demonstrate that the
NPs which transport DOX, 5-FU and PTX drugs are highly biocompatible.
Furthermore, the use of the nanocomplexes DOX-PBCA, DOX-PCL, 5-FU-PBCA,
5-FU-PCL and PTX-PLGA produced a significant improvement in their antitumor
effect in both 7z vitro and in vive in breast, lung and colon cancer compared to the
free drugs treatment. In addition, some nanoformulations, such as DOX-PCL, are
able to reduce the systemic toxicity of the drug. Unlike other nanoformulations
(lipid vesicles or liposomes) with little effectiveness to penetrate tumor tissues, our
nanocomplexes have shown to be efficient vehicles of the antitumor drugs, being a
very useful tool to overcome the current limitations of the chemotherapy treatment
in breast, lung and colon cancer to improve the prognosis of patients affected by

these pathologies.
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Introduccion

1.1. Generalidades sobre el cancer

El cancer es una enfermedad que puede originarse en cualquier tejido del
cuerpo humano cuando las células muestran un comportamiento inusual y
comienzan a dividitse sin control, viéndose truncado su mecanismo de muerte
celular programada o apoptosis. En el caso de los tumores soélidos, la division
incontrolada de estas células causa la formacion progresiva de una masa en la que se
originan nuevos vasos sanguineos que la irrigan manteniendo su integridad, proceso
conocido como angiogénesis. Ademas, a medida que el tumor va creciendo, algunas
células cancerigenas pueden separarse de la masa tumoral y viajar a través de la
circulacion sanguinea o linfatica extendiéndose a otras partes del cuerpo
desarrollando alli nuevos tumores, proceso denominado metastasis (American
Cancer Society, 2015).

Una caracteristica importante de los tumores es que no son una masa
homogénea de células, estan constitutidos por diferentes tipos de poblaciones
celulares con caracteristicas diferentes, que pueden verse reflejadas en los diferentes
patrones de expresion de marcadores celulares que pueden mostrar. Ademas, en el
inicio de la formacién del tumor, se parte de una unica célula que muestra un
comportamiento aberrante que serfa la célula de origen. A partir de ahi, cuando la
masa tumoral esta formada, existe una subpoblacién de células que se encarga de
renovar la poblacién de células tumorales, de la propagacion e invasividad del tumor
e incluso de producir células no tumorales. Estas células responsables de la
agresividad de un tumor son comunmente conocidas como células madre
cancerigenas (Rycaj y Tang, 2015; Visvader, 2011).

Normalmente, las células que presentan un comportamiento anormal como
las tumorales son reconocidas y eliminadas por el sistema inmune, pero puede
ocurrir que en ocasiones consigan evadirse de este sistema y pasar desapercibidas
continuando con su crecimiento sin control. Este comportamiento anormal suele
estar producido por alteraciones en su ADN que suelen ser mutaciones o dafos en

genes que controlan el ciclo celular, como los genes reparadores del ADN,
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protooncogenes y genes supresores de tumores. HEstas alteraciones en el ADN
pueden ser hereditarias o adquiridas durante la vida del individuo por la exposicion a
ciertos factores ambientales como los agentes quimicos o la radiaciéon ultravioleta
(American Cancer Society, 2015).

A pesar de los avances en medicina y ciencia en general, el cancer sigue
siendo una enfermedad muy comun a nivel mundial para la que no se ha encontrado
un tratamiento eficaz, capaz de diferenciar entre las células tumorales y sanas
evitando los efectos secundarios en los pacientes (American Cancer Society, 2015).
Los datos mas recientes de la Organizaciéon Mundial de la Salud, en el afo 2012,
muestran un total de 14,1 millones de nuevos casos en el mundo, de los cuales 8,2
millones de personas fallecieron a causa de esta enfermedad. En Europa, con un
total de 3,7 millones de nuevos casos se produjeron 1,9 millones de muertes
(GLOBOCAN, 2012). Mas concretamente en Espafa, el nimero de nuevos casos
de cancer en el ano 2012 fue de 215.534 y el numero de muertes de 102.762, siendo
la estimacion poblacional de mortalidad para el afio 2020 de 117.859 personas. El
tipo de cancer con mayor incidencia a nivel mundial es el cancer de pulmén con 1,8
millones de nuevos casos en 2012, seguido del cancer de mama (1,6 millones) y el
cancer de colon (1,3 millones). Por otro lado, en Espafia el cancer mas
diagnosticado en el ano 2012 fue el cancer de colon con 32.240 nuevos casos,
seguido por el cancer de prostata (27.853), el de pulmoén (26.715) y el de mama
(25.215). Sin embargo, tanto a nivel mundial como a nivel nacional, el tipo de cancer
que produjo mayor numero de muertes en el afnio 2012 fue el cancer de pulmén con
1,6 millones de muertes a nivel mundial y 21.118 muertes a nivel nacional.
(GLOBOCAN, 2012; SEOM, 2016) (Figuras 1y 2).

Estos datos ponen de manifiesto la necesidad de seguir investigando para
encontrar nuevas estrategias terapéuticas que mejoren el prondstico de los pacientes

afectos de estos tipos de cancer, disminuyendo en lo posible su tasa de mortalidad.
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Figura 1. Incidencia y mortalidad a nivel mundial de cancer de pulmén (A), cancer colorrectal (B) y
cancer de mama (C) (GLOBOCAN, 2012).
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Figura 2. Incidencia y mortalidad del cancer en Espafia (GLOBOCAN, 2012).

1.1.1. Cancer de pulmén

Es el tipo de cancer mas frecuente a nivel mundial, manifestindose mas en
hombres que en mujeres. Ademas, es el que tiene una tasa de mortalidad mayor
considerandose que una de cada cinco muertes producidas por cancer es debida al

cancer de pulmén (GLOBOCAN, 2012).

1.1.1.1. Factores de riesgo

El principal factor de riesgo en el cancer de pulmén es el tabaco, que
contiene 60 carcinégenos reconocidos por la Agencia Internacial de Investigacién
en Cancer (Hoffmann y cols., 2001) de los cuales destacan los hidrocarburos
policiclicos como el benzopireno y la nitrosamina del tabaco (4-metilnitroamino-1-
3piridil-1-butanona o NKK). Se ha demostrado que estas sustancias son capaces de
producir carcinomas pulmonares en ratones, de las mismas caracteristicas que los
que se desarrollan en humanos (Gray y cols., 2007; Smith y cols., 2000). De hecho,
los patrones demograficos indican una fuerte correlacion del cancer de pulmén con

las zonas histéricamente influenciadas por el habito de fumar, salvo ciertas
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excepciones como un grupo de afroamericanos en los que existe una alta incidencia
de cancer de pulmén que no puede relacionarse solamente al tabaquismo (Pinsky,
20006). Se estima que en individuos fumadores el riesgo de padecer cancer de
pulmén es unas diez veces mayor que en personas no fumadoras y que un 18% de
los fumadores desarrollara la enfermedad. En el caso de los ex fumadores el riesgo
disminuye entre un 80 y un 90% para aquellos que lleven mas de 15 afios sin fumar.

En individuos no fumadores los factores de riesgo mds importantes estan
relacionados con factores medioambientales como la exposicion pasiva al humo del
tabaco, exposiciones a radiacion ionizante o a carcindgenos relacionados con la
actividad laboral como el asbestos o radén (Schwartz y Cote, 2016; Darby y cols.,

2005).

1.1.1.2. Clasificacion del ciancer de pulmon

Existen diferentes criterios para clasificar el cancer de pulmén siendo la
histologia y el estadio los mas utilizados.

Segun la clasificacion histolégica de la Organizacion Munidal de la Salud
existen dos tipos de cancer de pulmoén: el cancer de pulmoén de células pequenas
(CPCP) o microcitico y el cancer de pulmén de células no pequefias (CPCNP) o no
microcitico (Sullivan y cols., 2010). El primero de ellos representa el 20% de los
casos de cancer de pulmoén y se caracteriza por estar constituido por células
pequefias con limites poco definidos y escaso citoplasma. Es el tipo mas agresivo, y
suele estar muy diseminado en el momento del diagnostico (Agra y cols., 2003;
Comis y cols., 1998).

El CPCNP por el contrario representa el 80% de los casos de cancer de
pulmoén. Responde peor al tratamiento por quimioterapia y radioterapia en
comparacion con el tipo anterior, aunque €s Menos agresivo ya que su crecimiento y
diseminacion es mas lento. Es un grupo muy heterogéneo mostrando en la mayoria
de los casos mas de un patrén histologico. Dentro de este tipo tumoral se incluyen

(Sullivan y cols., 2010):
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- El carcinoma de células escamosas o epidermoide que representa el 30% de
los tumores de pulmoén. Se origina en las células epiteliales de los bronquios
afectando a los bronquios segmentarios y por extensiéon a los bronquios
principales y lobares. Se caracteriza por la presencia de queratinizacién y por

la existencia de puentes intercelulares.

- El adenocarcinoma es el mas frecuente de todos ellos, representando el 30-
40% de los tumores de pulmoén. Se origina en el epitelio alveolar o en las
glandulas de la submucosa por lo que se caracteriza por la producciéon de

mucina y la formacién de gandulas.

- El carcinoma de células grandes es el menos frecuente representando el 15%
de los tumores de pulmoén. Es el mas indiferenciacido de todos con células

de gran tamano y abundante citoplasma.

En segundo lugar podemos establecer una clasificacion en cuatro estadios
(IA y B, IIA y B, IIIA y B y IV) segtn el sistema TNM establecido por LLa American
Joint Committee on Cancer (AJCC) (Tablas 1 y 2) (Edge y cols., 2010) que se basa
en el tamano del tumor, su capacidad para afectar a estructuras vecinas y a ganglios

linfaticos y la afectacion de 6rganos a distancia.

Tabla 1. Clasificacion TNM del cancer de pulmén (Lababede y cols., 2011).

Categoria  Divisiéon Subdivision Caracteristicas
TX Citologia positiva, no es posible meditlo o hallarlo
Tla <2cm
T
b T1b >2 cm; <3 cm

(tamaiio del

P . ,
tumor) En bronquio a2 2 cmde la carina traqueal, invade

T2 T2a la pleura visceral, atelectasia parcial.

>3 cm;< 5cm
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Tabla 1. (Continuacion) Clasificacién TNM del cancer de pulmén (Lababede y cols., 2011).

Categoria

Division

Subdivision

Caracteristicas

T
(tamaiio del

tumor)

T2

T2b

En bronquio principal a> 2 cmde la carina
traqueal, invade la pleura visceral, atelectasia
parcial.

>5cm;< 7 cm

T3

>7 cm

En pared toricica, diafragma, pericardio, pleura
mediatinica o bronquio principal a <2 cm desde la
carina traqueal, atelectasia total.

Nédulo/s tumorales separados en el mismo

16bulo

T4

Invasion de cavidad mediastinica, corazon,
grandes vasos, carina, traquea, esbéfago, vértebras.
Nodulo/s tumorales separados en diferentes

l6bulos ipsilaterales

N
(afectacion
ganglios

linfaticos)

N1

Afectacion de ganglios peribronquiales

ipsilaterales, hilares ipsilaterales.

N2

Ganglio subcarinal, mediastinico ipsilateral

N3

Ganglio mediastinico contralateral, hilar, escaleno,

supraclavicular

M

(metastasis)

M1

Mla

Metastasis distante.
Noédulo/s tumorales separados en un lébulo
contralateral; nédulos pleurales o pleura maligna,

o efusién pericardica

Mi1b

Metastasis distante
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Tabla 2. Clasificacién del cancer de pulmén por estadios segtin la AJCC.

Estadio Categoria T Categoria N Categoria M
Oculto TX NO MO
0 Tis NO MO
IA T1 NO MO
IB T2 NO MO
ITA T1 N1 MO
IIB T2 N1 MO
T3 NO MO
IITA T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
IIIB Cualquier T N3 MO
T4 Cualquier N MO
Iv Cualquier T Cualquier N M1

1.1.1.3. Tratamiento del cincer de pulmon

El tratamiento del cancer de pulmoén depende del estadio en el que se
encuentre el tumor, asi en este caso puede dividirse en enfermedad de estadio
limitado (EL) donde el cancer se encuentra en un area limitada por el hemitorax,
mediastino o los ganglios linfaticos supraclaviculares y estadio diseminado (ED) que
se extiende mas alla de estos limites. La clasificacién TNM establece el EL dentro de
los estadios I a IIIB y el ED en estadio IV con metastasis a distancia M1 (Tablas 1y
2) (Micke y cols., 2002; Zelen, 1973). El tratamiento por reseccién quirtrgica por s
solo no suele conseguir buenos resultados de supervivencia a largo plazo debido a la
frecuente presencia de metastasis, siendo la quimioterapia, sola o en combinacién
con radioterapia la que permite alcanzar una mejora notable en la supervivencia.
Normalmente se suelen usar regimenes en los que se combinan platino y etopdsido

en primera linea de tratamiento y topotecan en segunda linea. En el caso de la
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radioterapia ademads de en térax y mediastino en el caso del EL, se suele aplicar en el
sistema nervioso central para prevenir la metastasis cerebral tanto en EL como en
ED (Alvarado-Luna y Morales-Espinosa, 2016).

En el tratamiento de los CPCNP es fundamental como terapia curativa la
cirugia, por ello es necesaria la estadificaciéon del proceso dividiéndose los tumores
en quirdrgicamente resecables, enfermedad avanzada local o regional y enfermedad
metastasica a distancia. En el primer caso, estarfan los tumores del estadio I, II y
algunos del estadio 111, en los que se procede a la resecciéon quirtrgica del tumor y y
al tratmiento con cisplatino como adyuvante para tumores del estadio 1I y IITA. Son
los pacientes que presentan mejor pronostico. En la enfermedad avanzada local, que
abarca tumores en estadios T3-T4 o regional donde estarfan tumores N2-N3, se
puede usar terapia combinada. En el caso de que el tumor sea resecable, se puede
aplicar también quimioterapia antes o después de la intervencion.

En el caso de tumores no resecables se combinan quimioterapia y
radioterapia, utilizando como farmacos de primera linea cisplatino y carboplatino en
combinacién con paclitaxel (PTX), gemcitabina o docetaxel. En cuanto al cancer de
pulmoén metastasico incluyendo el estadio M1 se utiliza radioterapia sobre el tumor
primario o quimioterapia combinando el platino con otros farmacos como son
gemcitabina, docetaxel, paclitaxel o vinorelbina (Grossi y cols., 2008; Harper y Marx,

2002; Scagliotti y cols., 2002).

1.1.2. Cancer colorrectal

A nivel mundial el cancer colorrectal es el tercer tipo de cancer mas comun
en hombres, representando un 10% del total de casos de cancer y, el segundo en
mujeres, siendo ligeramente inferior con un 9,2% del total (GLOBOCAN, 2012).
En Espafia por el contrario es el primer cancer mas diagnosticado, representando un

14,98% del total de casos (SEOM, 20106).

41



Introduccion

1.1.2.1. Factores de riesgo

Los diferentes factores de riesgo del cancer colorrectal suelen estar
relacionados entre si. Uno de los principales factores es la edad ya que ha sido
demostrado que la incidencia de cancer colorrectal aumenta a partir de los 50 afios
(El-Bolkainy y cols., 20006), potenciandose en la actualidad su detecciéon precoz
mediante pruebas de screening (GLOBOCAN, 2012). En general, el estilo de vida
del individuo juega también un papel muy importante en la apariciéon de este tipo de
cancer. En este sentido, son factores de riesgo dietas hipercaléricas constituidas por
carnes rojas, carbohidratos y almidones refinados que unidas al sedentarismo,
consumo de tabaco y alcohol potencian en gran medida la incidencia del cancer
colorrectal (Chan y Giovannucci, 2010; Chang y Yang, 2016; Marley y Nan, 2016).

Los factores genéticos representan un 15-20% de todos los casos de cancer
colorrectal (Casimiro, 2002), destacando entre ellos los de componente hereditario
que como la poliposis adenomatosa familiar (PAF), cancer colorrectal hereditario no
poliposico (CCHNP) o las variantes 1 y II del sindrome de Lynch y una historia
clinica de colitis ulcerosa o enfermedad de Crohn (Butterworth y cols., 2000;
Thorson y cols.,, 1999). Ademas, también se consideran en grupos de riesgo
personas con antecedentes de cancer colorrectal o adenomas y personas en cuya
historia clinica aparece cancer de ovario, de endometrio o de mama (Fuchs y cols.,
1994; Ransohoff y Lang, 1991). Los genes que podemos encontrar alterados son los
genes supresores de tumores como P53 y el gen delecionado de cancer de colon
(DCC), protooncogenes como K-Ras o genes relacionados con la reparacion del

ADN como hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2 y hMSHG.

1.1.2.2. Clasificacion del cancer colorrectal

En la clasificacién histologica del cancer colorrectal el adenocarcinoma es la
mas comun, representando un 90-95% de los casos diagnésticados. Normalmente

comienza con un polipo adenomatoso o adenoma de origen epitelial que mediante
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la acumulaciéon de mutaciones pasa de ser un tumor benigno a convertirse en
maligno llegando al nivel de adenocarcinoma. Dentro de este tipo encontramos el
adenocarcinoma coloide o mucinoso y el adenocarcinoma de células en anillo de
sello. Otros tipos histolégicos menos frecuentes son (NIH, 2017a; Saclarides y cols.,
1994):

- Carcinoma de células pequefias que representa menos del 1% del total.

- Carcinoma escamoso y adenoescamoso, con una incidencia inferior al 1%.

- Tumores carcinoides, tumores neuroendocrinos de mal pronostico.

- Linfomas.

- Sarcomas, son los de menor incidencia representando tan solo el 0,1% de

los tumores colorrectales.

La estadificacion del cancer colorrectal se obtiene utilizando la clasificacion

TNM establecida por la AJCC (Tabla 3) (NIH, 2017a).

Tabla 3. Sistema de clasificacién por etapas TNM para el cancer colorrectal segun la AJCC.
Estadio 0

Descripcion
Tis, N0, MO  * Tis: Carcinoma 7 situ (intraepitelial o invasién de la ldmina propia)
* NO: No se observa metastasis de ganglios linfaticos regionales

* MO: No se observa metistasis a distancia

Estadio I
Estadio Descripcion
I T1, N0, MO *T1: El tumor primario invade la submucosa
*T2: El tumor primario invade la capa muscular propia
* NO: No se observa metastasis de ganglios linfaticos regionales

T2, N0, MO * MO: No se observa metastasis a distancia

Estadio II
Estadio TNM Descripcion
ITA T3, N0, MO *T3: El tumor primario invade la capa muscular propia alcanzando

tejidos pericolorrectales
* NO: No se observa metastasis de ganglios linfaticos regionales
* MO: No se observa metastasis a distancia

I1B T4a, NO, MO  * T4a: El tumor primario invade la superficie del peritneo visceral
* NO: No se observa metastasis de ganglios linfaticos regionales
* MO: No se observa metastasis a distancia
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Tabla 3. (Continuacién) Sistema de clasificacién por etapas TNM para el cancer colorrectal segin

la AJCC.
Estadio I1
Estadio TNM Descripcion
IIC T4b, NO, MO0  * T4b: El tumor primario invade directamente o se adhiere a otros
6rganos o estructuras
* NO: No se observa metastasis de ganglios linfaticos regionales
* MO: No se observa metastasis a distancia
Estadio III
Estadio TNM Descripcion
ITTA T1-T2, *T1: El tumor primario invade la submucosa
N1/Nic, *T2: Bl tumor primario invade la capa muscular propia
MO * N1: Se observa metastasis en 1-3 ganglios linfaticos regionales
T1, N2a, M0 * Nlec: El tumor primario se infiltra en la subserosa, el mesenterio,
los tejidos pericélicos o perirrectales extraperitoneales, sin metastasis
de ganglios linfaticos regionales
* N2a: Se observa metastasis en 4-6 ganglios linfaticos regionales
* MO: No se observa metastasis a distancia
I1IB T3-T4a, *T1: El tumor primario invade la submucosa
Ni/Nilc, MO0  *T2: El tumor primario invade la capa muscular propia
*T3: El tumor primario invade la capa muscular propia alcanzando
tejidos pericolorrectales
* T4a: El tumor primario invade la superficie del peritneo visceral
* N1: Se observa metastasis en 1-3 ganglios linfaticos regionales
* Nlec: El tumor primario se infiltra en la subserosa, el mesenterio,
los tejidos pericélicos o perirrectales extraperitoneales, sin metastasis
de ganglios linfaticos regionales
T2-T3, * N2a: Se observa metastasis en 4-6 ganglios linfaticos regionales
N2a, MO * N2b: Se observa metastasis en 7 o mas ganglios linfaticos
regionales
T1-T2, * MO: No se observa metastasis a distancia
N2b, MO
IIIC T4a, N2a, M0  * T3: El tumor primario invade la capa muscular propia alcanzando

tejidos pericolorrectales

* T4a: El tumor primario invade la superficie del peritneo visceral
* T4b: El tumor primario invade directamente o se adhiere a otros
organos o estructuras

T3-T4a, N2b,

* N1: Se observa metastasis en 1-3 ganglios linfaticos regionales

MO * N2: Se observa metastasis en 4 o mas ganglios linfaticos regionales
* N2a: Se observa metastasis en 4-6 ganglios linfaticos regionales
T4b, N1-N2, * N2b: Se observa metastasis en 7 o mas ganglios linfaticos
MO regionales

* MO: No se observa metastasis a distancia
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Tabla 3. (Continuacién) Sistema de clasificacién por etapas TNM para el cancer colorrectal segin

la AJCC.

Estadio IV

IVA Cualquier T,  *Tx: No se puede evaluar el tumor primatio
cualquier N,  * T0: No hay constancia de la existencia de tumor primario
Mila * Tis: Carcinoma 7 situ (intraepitelial o invasioén de la lamina propia)

*T1: El tumor primario invade la submucosa

*T2: El tumor primario invade la capa muscular propia

*T3: El tumor primatio invade la capa muscular propia alcanzando
tejidos peticolorrectales

* T4a: Bl tumor primario invade la superficie del peritneo visceral

* T4b: El tumor primario invade directamente o se adhiere a otros
organos o estructuras

* NX: No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales

* NO: No se observa metastasis de ganglios linfaticos regionales

* N1: Se observa metastasis en 1-3 ganglios linfaticos regionales

* N1la: Se observa metastasis en 1 ganglio regional

* N1b: Se observa metéstasis en 2-3 ganglios regionales

* Nlec: El tumor primario se infiltra en la subserosa, el mesenterio,
los tejidos pericolicos o perirrectales extraperitoneales, sin metastasis
de ganglios linfaticos regionales

* N2: Se observa metastasis en 4 o mas ganglios linfaticos regionales
* N2a: Se observa metdstasis en 4-6 ganglios linfaticos regionales

* N2b: Se observa metéstasis en 7 o mas ganglios linfaticos
regionales

* Mla: Se observa metastasis en un érgano o sitio concreto (higado,
pulmones, ovario o ganglio no regional)

IVB Cualquier T,  * Tx: No se puede evaluar el tumor primatio
cualquier N,  * T0: No hay constancia de la existencia de tumor primario
Mib * Tis: Carcinoma 7z situ (intraepitelial o invasioén de la lamina propia)

*T1: El tumor primario invade la submucosa

*T2: El tumor primario invade la capa muscular propia

*T3: El tumor primario invade la capa muscular propia alcanzando
tejidos pericolorrectales

* T4a: El tumor primario invade la superficie del peritneo visceral
* T4b: El tumor primario invade directamente o se adhiere a otros
organos o estructuras

* NX: No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales

* NO: No se observa metastasis de ganglios linfaticos regionales

* N1: Se observa metastasis en 1-3 ganglios linfaticos regionales

* Nla: Se observa metastasis en 1 ganglio regional

* N1b: Se observa metéstasis en 2-3 ganglios regionales

* Nlc: El tumor primario se infiltra en la subserosa, el mesenterio,
los tejidos pericolicos o perirrectales extraperitoneales, sin metastasis
de ganglios linfaticos regionales

* N2: Se observa metastasis en 4 o mas ganglios linfaticos regionales
* N2a: Se observa metastasis en 4-6 ganglios linfaticos regionales

* N2b: Se observa metastasis en 7 o mas ganglios linfaticos
regionales

* M1b: Se observa metdstasis en mas de un 6rgano/sitio o en el
peritoneo
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1.1.2.3. Tratamiento del ciancer colorrectal

La prescripcion del tratamiento mas adecuado se realiza en funciéon del
estadio de la enfermedad. (Compton y Greene, 2004; Edge y cols., 2010; NIH,
2017a). En general, el tratamiento se basa en la cirugfa, combinada o no con
quimioterapia, radioterapia, ablacion local o terapias dirigidas. La resecciéon tumoral
se realiza mediante técnicas de laparoscopia, que presenta grandes ventajas como
son la reducciéon del dolor y el tiempo postoperatorio de recuperaciéon. La
radioterapia, a diferencia de la cirugia y quimioterapia, sélo esta recomentada para
cancer de recto, aunque puede ser recomendada en T4 o cuando existe enfermedad
residual tras la intervencion quirdrgica, perforacion local u obstruccion.

En cancer de colon en estadios 0, I y II, el tratamiento inicial es quirdrgico,
realizandose la reseccién del tumor y en muchos casos de los nédulos linfaticos
primarios y regionales mediante técnicas de laparoscopia. Existe cierta controversia
en el uso de quimioterapia adyuvante en pacientes en el estadio 1I ya que en algunos
casos concretos el riesgo de recidiva después del tratamiento quirurgico puede ser
mayor. Sin embargo, no hay pruebas que sostengan que la quimioterapia adyuvante
en este estadio aumente la supervivencia de los pacientes (Moertel y cols., 1995;
NIH, 2017a). En el estadio III, el tratamiento consiste en cirugia y quimioterapia
adyuvante. Antes del afio 2000 el unico farmaco que se administraba a pacientes de
cancer colorrectal en este estadio era el 5-Fluorouracilo (5-FU). Después del afio
2000 se empezaron a utilizar otros farmacos como la capecitabina (prodroga del 5-
FU) y el oxaliplatino. En este estadio se suele usar la combinacién de farmacos
denominada FOLFOX que esta compuesta por leucovorina calcica (acido folinico),
5-FU y oxaliplatino. Por ultimo, el tratamiento en el estadio IV depende de la
localizacion de la metastasis y de la existencia de recidivas. No obstante, el
tratamiento se basa nuevamente en la cirugfa en la que se incluye también la
reseccion de metastasis, ademas de radioterapia y quimioterapia paliativas y terapias
dirigidas. En este estadio existen 13 farmacos para quimioterapia y terapia dirigida
que pueden usarse tanto solos como en combinaciéon que son: 5-FU, capecitabina,

irinotecan, oxaliplatino, bevacizumab, FOLFOXIRI (combinacién de irinotecan,
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oxaliplatino, leucovorina y 5-FU), cetuximab, aflibercept, ramucirumab,
panitumumab, regorafenib y TAS-102 (Marmol y cols., 2017; NIH, 2017a).

Respecto al cancer de recto, el tratamiento en el estadio 0 se basa solamente
en cirugfa, mientras que desde el estadio I se puede recomendar el uso de
quimioterapia postoperatoria a partir de tumores en estado T2 o superiores en los
que aparecen porcentajes elevados de noédulos linfaticos afectados (19,6%) (Sitzler y
cols., 1997). Para los estadios II y III, a parte de la cirugfa se suele administrar
quimioterapia preoperatoria o postoperatoria en combinacién o no con radioterapia.
Los farmacos que se suelen administrar son 5-FU, leucovorina y oxaliplatino Para el
estadio IV, el tratamiento consiste en la reseccion tumoral y metastasica que se suele
acompafiar de quimioterapia y radioterapia. En el caso de la quimioterapia es
frecuente el uso de los mismos farmacos que para el cancer de colon en este estadio

(NIH, 2017a).

1.1.3. Cancer de mama

Es el segundo tipo de tumor mas comun a nivel mundial y el mas frecuente
en mujeres representando en éstas el 25% de todos los canceres diagnosticados,

siendo la quinta causa por muerte por cancer en ambos sexos (GLOBOCAN, 2012).

1.1.3.1. Factores de riesgo

Los factores de riesgo que pueden influir en la apariciéon de esta enfermedad
son multiples. Entre los mas importantes se encuentran el sexo y la edad. El cancer
de mama afecta principalmente a mujeres representando un 99% de los casos
(Charlot y cols., 2013). El riesgo de padecer esta enfermedad aumenta con la edad,
sobre todo a partir de los 40. De hecho, tan solo alrededor de un 24% de los
canceres de mama se diagnostican en mujeres menores de 50 afios (Brinton y cols.,

2008).
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Los antecedentes familiares y la predisposicion genética son también factores
de riesgo muy importantes, aunque solo un 5-10% de los casos tiene un fuerte
componente hereditario y solo un 4-5% se debe a una marcada predisposicion
genética (herencia autosémica dominante) (Colditz y cols., 2012; Lalloo y Evans,
2012). Entre los genes mas importantes implicados en esta predisposiciéon genética
se encuentran los protooncogenes BRCA1 y BRCA2. Mutaciones en el gen BRCA1
aumentan el riesgo relativo de padecer cancer de mama entre un 60-85% en mujeres
hasta los 20 afios, disminuyendo este porcentaje con la edad (33% entre 30-39 afios
y 14% entre 60-69 anos). Las mutaciones en el gen BRCA2 aumentan el riesgo
relativo de padecer cancer de mama en un 40-85% (Lalloo y Evans, 2012). Los
canceres de mama de individuos que portan mutaciones BRCA1 y BRCA2 son
diferentes de los canceres de mama esporadicos. Sin embargo, el comportamiento
tras el tratamiento de los BRCA1 es similar a los esporadicos, siendo diferente en los
BRCAZ2 que son mas agresivos y recidivantes (Goodwin y cols., 2012).

El componente hormonal también juega un papel muy importante en este
tipo de patologia ya que niveles anormalmente altos de estrégenos y hormonas
sexuales esteroideas se consideran factores de riesgo para la aparicion de cancer de
mama (Liang y Shang, 2013).

Factores ambientales como la exposicién a radiacién o factores relacionados
con el estilo de vida como una dieta poco saludable, el tabaquismo, el consumo de
alcohol y el sedentarismo también estan relacionados con el desarrollo de cancer de
mama (Berrino, 2014; Jevtic y cols., 2010; Sholl y cols., 2017; Singletary y Gapstur,
2001).

Finalmente, entre los factores de riesgo se encuentran los antecedentes
personales del propio paciente, siendo éstos las mujeres que han padecido una
enfermedad benigna de la mama (aumento del riesgo 1,3-5,3 veces) o las mujeres
que ya han padecido cancer de mama (aumento el riesgo 3-4 veces), sobre todo se
incrementa el riesgo de que aparezca la neoplasia en el seno contralateral (Colditz y

cols., 2014; Lizarraga y cols., 2013).
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1.1.3.2. Clasificacion del ciancer de mama

La clasificacion por estadios del cancer de mama se establece
fundamentalmente en base al tamafio del tumor y su capacidad de diseminacién
(Tabla 4), siendo su estadificacion TNM esencial para prescribir el tratamiento.

(Tablas 5, 6, 7 y 8) (Edge y cols., 2010; NIH, 2017b).

Tabla 4. Clasificacion por estadios del cancer de mama segun la AJCC

Estadio anatémico-Grupos pronosticos

Estadio

IA T1 NO MO
1B TO N1mi MO
T1 N1mi MO

ITA TO N1 MO
T1 N1 MO

T2 NO MO

11IB T2 N1 MO
T3 NO MO

IITA TO N2 MO
T1 N2 MO

T2 N2 MO

T3 N1 MO

T3 N2 MO

I1IB T4 NO MO
T4 N1 MO

T4 N2 MO

II1C Cualquier T N3 MO
v Cualquier T Cualquier N M1
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Tabla 5. Clasificacion TNM para el cancer de mama segun la AJCC para el tumor primario.

Tumor primario (T)

TX * No puede evaluarse el tumor primatio
TO0 * No hay indicios de la existencia de tumor primario

Tis * Carcinoma 7 sitn

Tis CDIS * Carcinoma ductal i situ
Tis CLIS  * Carcinoma lobulillar i situ
Tis * Enfermedad de Paget del pezén que no relacionada con CDIS o CLIS en el
(Paget) parénquima mamario subyacente.

T1 * Tumor <20 mm

T1mi * Tumor <1 mm

Tla *Tumor >1 mmy <5

T1b * Tumor >5 mm y <10 mm

Tic * Tumor >10 mm y <20
T2 * Tumor >20 mm y <50 mm
T3 * Tumor >50 mm
T4 * Tumor de cualquier tamafio diseminado a la pared pectoral o a la piel

T4a * Tumor diseminado a la pared toracica (no incluye solo adherencia o invasién a los

musculos pectorales
T4b * Ulceracién o nédulos satélites ipsilaterales o edema (también piel de naranja). No
cumple los criterios de carcinoma inflamatorio
Té4c * Ambos: T4a y T4b
T4d Carcinoma inflamatorio.

50




Introduccion

Tabla 6. Sistema de clasificacién por etapas TNM para el cincer de mama segun la AJCC para los

ganglios linfaticos regionales.

Ganglios linfaticos regionales (IN)

NX * Imposibilidad de evaluar los ganglios linfaticos

NO * No se observa metastasis regional a los ganglios linfaticos
N1 * Se observa metastasis ipsilateral de grado I o II en los ganglios linfaticos axilares
N2 * Se observa metastasis ipsilateral de grado I o 1I en los ganglios linfaticos axilares fijos

o apelmazados
* O bien, se observa metéstasis en los ganglios mamarios internos ipsilaterales sin
metastasis en los ganglios linfaticos axilares

N2a * Se observa metdstasis ipsilateral de grado I o 11 en los ganglios linfaticos axilares fijos
o apelmazado o a otras estructuras

N2b * Se observa metastasis solo en los ganglios mamarios internos ipsilaterales sin
metastasis en los ganglios linfaticos axilares de grado I o 11

N3 * Se observa metastasis en ganglios linfaticos infraclaviculares ipsilaterales (grado I11
axilar) con compromiso o no de los ganglios linfaticos axilares (grado I, II)
* O bien, se observa metéstasis en ganglios linfaticos mamarios ipsilaterales internos
con metastasis en los ganglios linfaticos axilares (grado I o II)
* O bien, se observa metéstasis en ganglios linfaticos supraclaviculares ipsilaterales con
o sin compromiso axilar o mamario interno de ganglios linfaticos

N3a * Se observa metastasis en ganglios linfaticos infraclaviculares ipsilaterales

N3b * Se observa metastasis en ganglios linfaticos mamarios internos ipsilaterales y ganglios
linfaticos axilares

N3c * Se observa metastasis en ganglios linfaticos supraclaviculares ipsilaterales

Tabla 7. Sistema de clasificacién por etapas TNM para el cancer de mama segin la AJCC tras la

diseccion de ganglios linfaticos axilares con o sin biopsia de ganglio linfatico centinela.

Patologico (pIN)

pNX * Imposibilidad de evaluar los ganglios linfaticos regionales

pINO * No se observa metistasis en los ganglios linfaticos regionales

pNOG-)  * No se observa metastasis en los ganglios linfaticos regionales
* Células tumorales aisladas (CTA) negativas

pNO@G+)  * Células malignas en ganglios linfaticos regionales <0,2 mm
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Tabla 7. (Continuacién) Sistema de clasificacién por etapas TNM para el cancer de mama segun

la AJCC tras la diseccién de ganglios linfaticos axilares con o sin biopsia de ganglio linfatico

centinela.

Patolégico (pN)

pNO(mol-) * No se observa metdstasis en los ganglios linfaticos regionales
* No se encontraron marcadores moleculares
pNO(mol+) * No se observa metistasis en los ganglios linfaticos regionales
* Se encontraron marcadores moleculares
pN1 * Se observa micrometastasis
* O bien, metastasis en 1-3 ganglios linfaticos axilares
* O bien, metastasis en ganglios mamarios internos con metastasis
pN1mi * Se observa micrometastasis (> 0,2 mm o > 200 células, no > 2,0 mm)
pNla * Se observa metastasis en 1 a 3 ganglios linfaticos axilares (> 2,0 mm)
pN1b * Se observa metdstasis en ganglios mamarios internos
pNilc * Se observa metdstasis en 1-3 ganglios linfaticos axilares y ganglios linfaticos
mamarios internos
pIN2 * Se observa metdstasis en 4-9 ganglios linfaticos axilares
* O bien, metastasis en ganglios linfaticos mamarios internos sin metastasis en ganglios
linfaticos axilares
pN2a * Se observa metastasis en 4-9 ganglios linfaticos axilares (> 2 mm)
pN2b * Se observa metdstasis en los ganglios linfaticos mamarios internos sin metastasis en
los ganglios linfaticos axilares
pN3 * Se observa metastasis en =10 ganglios linfaticos axilares
* O bien, metastasis en los ganglios linfaticos infraclaviculares (grado III axilar)
* O bien, metastasis en los ganglios linfaticos mamarios internos ipsilaterales (= 1
ganglios linfaticos axilares positivos, grado I o 1I)
* O bien, metastasis en > 3 ganglios linfaticos axilares y ganglios linfaticos internos
mamarios
* O bien, metastasis en los ganglios linfaticos ipsilaterales supraclaviculares
pN3a * Se observa metastasis en =10 ganglios linfaticos axilares (> 2,0 mm)
* O bien, metastasis en los ganglios infraclaviculares (grado I1I)
pN3b * Se observa metastasis en >3 ganglios linfaticos axilares y ganglios mamarios internos
con metastasis de 1 o mds ganglios linfaticos axilares
* O bien, metastasis en >3 ganglios linfaticos axilares y ganglios linfaticos mamarios
internos
pN3c * Se observa metastasis en ganglios linfaticos supraclaviculares ipsilaterales
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Tabla 8. Sistema de clasificacién por etapas TNM para el cancer de mama segun la AJCC para la

metastasis a distancia.

Metastasis a distancia (M)

MO * No hay pruebas de la existencia de metastasis a distancia

cMO(@i+)  * No hay pruebas de la existencia de metastasis a distancia
* Via molecular o microscépica se detecta la presencia de células tumorales en sangre
circulante, médula 6sea u otros tejidos ganglionares no regionales (< 0,2 mm)

M1 * Se observa metdstasis a distancia (> 0,2 mm)

En el cancer de mama, es también fundamental para establecer el pronéstico
y la respuesta clinica de los pacientes la clasificaciéon segun el patrén molecular y
genético (Guiu y cols., 2012; Holliday y Speirs, 2011; Subik y cols., 2010). Segun esta

clasificaciéon podemos encontrar los siguientes tipos:

- Luminal A y luminal B: son tumores hormonosensibles caracterizados por la
presencia de receptores de estrogeno (RE) y/o progesterona (RP) vy
representan el 70% del total de canceres de mama. El luminal A es un tumor
bien diferenciado y de buen prondstico con bajos niveles de Ki67, lo
contrario del tipo B que es un tumor indiferenciado, de mal pronéstico con
elevados niveles de Ki67 (Cheang y cols., 2009).

- HER2 positivos: son tumores que presentan amplificacion del gen HER2
(receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano) o sobreexpresion
de la proteina HER2. Representan el 10% de los tumores de mama y suelen
ser de mal prondstico.

- Subtipo basal: es negativo para receptores de estrogeno y progesterona y de
HER2 denominandosele como triple negativo y siendo el de mayor

agresividad. Normalmente se encuentra relacionado con mutaciones del gen

BRCAL.
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1.1.3.3. Tratamiento del cincer de mama

En el caso de estadios tempranos, la principal via de tratamiento es la cirugia
que consta de lumpectomia (cirugifa conservadora de la mama) con biopsia del
ganglio linfatico centinela. En caso de ganglio linfatico centinela positivo para
metastasis se procede a la diseccion del nédulo linfatico axilar. También puede
utilizarse la mastectomia radical con o sin reconstrucciéon de la mama y con analisis
del ganglio linfatico centinela del mismo modo que en el caso anterior (Damgaard y
cols., 2013; Kaviani y cols., 2013; NIH, 2017b).

Tras la cirugia se suele aplicar también radioterapia y terapia sistémica. La
radioterapia ha demostrado que junto a la cirugfa conservadora de la mama consigue
una supervivencia similar a la mastectomia radical (Cao y cols., 2013). Cuando el
tumor se ha extendido a 4 o mas ganglios linfaticos axilares se recomienda también
la radioterapia regional (NIH, 2017b). La terapia sistémica depende del estadio y del
patron molecular (Parise y Caggiano, 2014; Yin y cols., 2014). En este sentido, en
terapia sistémica postoperatoria o adyuvante los farmacos que suelen usarse son
tamoxifeno (pacientes RE+ o RP+), inhibidores de la aromatasa, tratamientos
hormonales (pacientes RE+ o RP+), trastuzumab (pacientes HER2+) o
quimioterapicos (sobre todo en pacientes RE-, RP- y HER2-: cancer de mama triple
negativo) fundamentalmente taxanos como el PTX o el docetaxel y antraciclinas
como doxorrubicina (DOX) y epirrubicina o alquilantes como la ciclofosfamida en
combinacién con docetaxel. En estadios tempranos mas extendidos también puede
aplicarse la terapia sistémica preoperatoria o neoadyuvante para reducir el volumen
del tumor y permitir la cirugfa, a base de quimioterapia con taxanos y antraciclinas
(Bear y cols., 2003; NIH, 2017b; Vriens y cols., 2013).

En el caso del cancer de mama localmente avanzado o inflamatorio el
tratamiento también sera con intencidon curativa. Primeramente, se administra
quimioterapia preoperatoria y en funcién de la respuesta al tratamiento se elige entre
cirugia conservadora o radical de la mama con disecciéon del nédulo linfatico axilar,

aunque en el caso de cancer de mama inflamatorio se desaconseja la cirugia

54



Introduccion

conservadora. Tras la operacion, se procede al tratamiento postoperatorio mediante
radioterapia, quimioterapia y terapia hormonal para pacientes RE+ y RP+ (NIH,
2017b).

En cuanto al cancer de mama metastasico, la intencion del tratamiento sera
paliativa, aunque se produzca una mejora en la supervivencia incluso a largo plazo
(Greenberg y cols., 1996). En este caso, el tratamiento se basa en terapia hormonal
(tamoxifeno e inhibidores de la aromatasa generalmente para pacientes
postmenopausicas), terapias dirigidas (trastuzumab, lapatinib, etc.), quimioterapia
(antraciclinas, taxanos, fluoropirimidinas, etc.) y cirugfa mas radioterapia en

metastasis sintomaticas limitadas (NIH, 2017b).
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1.2. Farmacos antitumorales: mecanismo de accidony

limitaciones

1.2.1. Doxorrubicina

La DOX es un antibiético hidrofébico de la familia de las antraciclinas que
posee efecto antitumoral frente numerosos tipos de tumores solidos como mama o

pulmén y enfermedades hematopoyéticas (Weiss, 1992) (Figura 3).

OH

NH2

Figura 3. Molécula de DOX (Cabeza y cols., 2013).

La primera formulacion comercial de la DOX fue la Adriamicina® y se
aprobo6 por la Food and Drug Administration (FDA) en 1974 como clorhidrato de
DOX (DOX HCI) que es su forma soluble (Cagel y cols., 2017; NIH, 2017c). Es
capaz de inducir la muerte de la célula tumoral a través de tres vias. Su principal
mecanismo de accion se basa en su capacidad de actuar como agente intercalante del
ADN, que inhibe la sintesis de ADN y ARN bloqueando los procesos de
replicaciéon y transcripcion e incrementando la produccién de especies reactivas del
oxigeno (ROS) en las mitocondrias (Doroshow, 1983; Govender y cols., 2014; Tacar
y cols., 2013; Thorn y cols., 2011). En segundo lugar, la DOX interacciona con la
enzima topoisomerasa 2 (Top2) inhibiéndola y dando lugar a dafios en el ADN que
conllevan la muerte celular (Vejpongsa y Yeh, 2014; Zhang y cols., 2012a).

Finalmente, es capaz de inhibir la migracién celular y la formaciéon de metastasis
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mediante la inhibicion de la via de sefalizaciéon del factor de crecimiento
transformante beta-1 (TGF-B1), que se encuentra sobreactivada en las células
tumorales y puede ser responsable de favorecer la migracion celular y por ende la
metastasis (Filyak y cols., 2008; Panis y cols., 2013).

A pesar de su elevado efecto antitumoral, presenta serias limitaciones
derivadas de su inespecificidad y de los efectos secundarios que provoca en los
pacientes. Uno de los principales efectos secundarios es la produccion de
cardiotoxicidad que ademas se ve agravada en la terapia combinada con taxanos
(Salvatorelli y cols., 2006). Aunque no se conoce exactamente el porqué de esta
elevada cardiotoxicidad en pacientes tratados con DOX, se manejan algunas
hipétesis (Ghigo y cols., 2016; Kankeu y cols., 2017). Como hemos comentado
anteriormente la DOX interacciona con la enzima Top2, concretamente sobre la
isoenzima Top2a, que se encuentra sobreexpresada en células con altas tasas de
proliferacién como son las células tumorales. Sin embargo, la DOX también
interacciona con la isoenzima Top23 que que se ha encontrado sobreexpresada en
ciertos tejidos como el tejido cardiaco de raton (Capranico y cols., 1992). De hecho,
la expresion de Top2B en bajos niveles en células cardiacas esta relacionado con una
menor cardiotoxicidad y una reduccién de la produccion de ROS (Vejpongsa y Yeh,
2014; Zhang y cols., 2012a). La accién de la DOX sobre las mitocondrias de las
células cardiacas parece verse favorecida por la afinidad de ésta por determinados
lipidos (cardiolipinas) de la membrana interna mitocondrial abundantes en tejido
cardiaco. Algunos autores plantean la hipotesis de que la cardiotoxicidad es
provocada por una acumulacion de hierro en la mitocondria de las células cardiacas
inducida por el tratamiento con DOX (Ichikawa y cols., 2014; Rahman y cols.,
2007).

Otras limitaciones para el uso en clinica de la DOX, son su baja solubilidad
en agua y la existencia de células que son resistentes al tratamiento con este farmaco
y a farmacos quimioterapicos en general, fenémeno que se conoce como fenotipo
de resistencia a multidrogas (MDR) (Figura 4) (Jeong y cols., 2010; Zhao y cols.,
2007). Esta resistencia puede estar presente en las células antes de la exposicion al

farmaco o bien puede adquirirse tras el tratamiento (Fodale y cols., 2011; Yadav y
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cols., 2009). Las células con fenotipo MDR presentan alteraciones en la manera de
metabolizar el firmaco o bien tienen sobreexpresados determinados transportadores
de membrana como es el caso de los transportadores de membrana dependientes de
ATP o transportadores ABC (proviene de ATP binding cassette). Dentro de esta
familia de proteinas, las que presentan una relevancia clinica mas importante en la
resistencia a la quimioterapia y en concreto a la DOX es la P-glicoproteina (P-GP),
la proteina de resistencia de cancer de mama (BCRP), y la proteina de resistencia a
multidrogas 1 (MRP1) (Choudhuri y Klaassen, 2006; Cole, 2014; Davis y cols., 2015;
Mao y Unadkat, 2015; Wesotowska, 2011).
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nucleus

Figura 4. Mecanismos de resistencia a multidrogas (MDR) mas relevantes (Ortiz y cols., 2017).

1.2.2. 5-Fluorouracilo

El 5-flurouracilo (5-FU) es un farmaco quimioterapico ampliamente usado
para el tratamiento del cancer colorrectal, ademas de en otros canceres
gastrointestinales, cancer de mama y cancer de cabeza y cuello. En 1954 se
obtuvieron resultados que evidenciaban la actividad antitumoral del 5-FU, pero fue
a finales de los afios 50 cuando se elucid6 el mecanismo de accién de los derivados
5-fluoropirimidina del antimetabolito 5-FU (Heidelberger y cols., 1957; Rutman y
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cols., 1954). Finalmente fue aprobado su uso en clinica en el afio 1962 por la FDA
(NIH, 2017¢).
Es un analogo de la pirimidina, concretamente una pirimidina fluorada y un

inhibidor de la enzima timidilato sintasa (TS) (Zhang y cols., 2008) (Figura 5).
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Figura 5. Molécula de 5-FU (Prados y cols., 2013).

Esta enzima metiltransferasa forma parte de la ruta de sintesis de la
desoxitimidina monofosfato (dTMP) a partir de desoxiuridina monofosfato (dUMP)
utilizando como donador del grupo metilo al 5,10-metilen-tetrahidrofolato (Carreras
y Santi, 1995). Concretamente, el mecanismo de accion del 5-FU se basa en que una
vez en el interior celular se transforma en metabolitos activos como la
fluorodesoxiuridina monofosfato, fluorodesoxiuridina trifosfato y la fluorouridina
trifosfato. Estos, inhiben a la enzima TS lo que da lugar a una falta del nucle6tido
timidina trifosfato impidiendo asi los procesos de replicacion y transcripcion celular
y produciendo en consecuencia la muerte celular. Ademas, los metabolitos del 5-FU
también son capaces de incorporarse al ADN y al ARN produciendo también la
muerte celular (Ghiringhelli y Apetoh, 2015; Wohlhueter y cols., 1980; Zhang y
cols., 2008) (Figura 6). Recientemente se ha demostrado que el 5-FU podria ejercer
un efecto inmunomodulador ya que es capaz de sensibilizar a las células tumorales

frente a linfocitos T citotéxicos CD8+ (Bergmann-Leitner y Abrams, 2001).
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Figura 6. Mecanisco de accion del 5-FU sobre la enzima TS (Prados y cols., 2013).
59



Introduccion

El efecto antitumoral del 5-FU se encuentra limitado como consecuencia de
su rapido metabolismo y de su excrecion a través del rifion, de manera que solo una
pequefa fraccion (un 5% del farmaco administrado) consigue alcanzar el tumor
(Casale y cols., 2004; Chen y cols., 2012). Esto se debe a la acciéon de la enzima
dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD) que forma parte de la ruta catabodlica de las
pirimidinas. Esta enzima, se expresa en gran manera en el higado y es responsable
de la metabolizacion y eliminacion de hasta el 80% del 5-FU administrado (Borras y
cols., 2012). De hecho, en pacientes que tienen un déficit congénito de DPD y se les
administra un tratamiento con 5-FU, experimentan unos efectos secundarios
similares a los de una sobredosis (fiebre, mucositis, estomatitis, diarrea, etc.)
pudiendo llegar incluso a aparecer complicaciones neurolégicas y la muerte (Lopez
Sobella y cols., 2008).

Por otra parte, muchas células tumorales son resistentes al tratamiento con
este farmaco debido al fenotipo MDR (Song y cols., 2012). En este caso la
resistencia suele estar relacionada con una sobreexpresion de la TS que puede estar
inducida por el propio tratamiento con 5-FU. Inicialmente el tratamiento con 5-FU
produce una reducciéon de los niveles de TS, seguida mas tarde de una fuerte
elevacion (2 a 5 veces) (Johnston y cols., 1995; Peters y cols., 2002).

Por dltimo, su inespecificidad por los tejidos tumorales da lugar a la aparicion
de efectos secundarios en gran medida gastrointestinales y otros que abarcan la
mielosupresion, cardiotoxicidad y excepcionalmente neurotoxicidad (Kelly y cols.,

2013; Lopez Sobella y cols., 2008; Ribeiro y cols., 2016; Sorrentino y cols., 2012).

1.2.3. Paclitaxel

El paclitaxel (PTX) o su férmula comercial denominada taxol, es un farmaco
usado principalmente en el tratamiento del cancer de mama, ovario, pulmén y
sarcoma de Kaposi (Redig y McAllister, 2013; Weaver, 2014). El taxol fue aislado

por primera vez de la planta Taxus brevifolia y se caracteriz6 e identificé su efecto
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antitumoral entre los afios 60 y 70 (Wani y cols., 1971) (Figura 7). Sin embargo, no
es hasta 1992 cuando la FDA aprueba el uso de este farmaco inicialmente en cancer

de ovario (NIH, 2017¢c; Weaver, 2014).
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Figura 7. Molécula de PTX (Meng y cols., 2016).

Su mecanismo de accién se basa en la unién a la B-tubulina que es una de las
subunidades que junto con la a-tubulina forman los microtibulos. La unién a esa
subunidad impide el dinamismo de los microtibulos inhibiendo su polimerizacion-
despolimerizaciéon. De esta manera se estabilizan, bloqueando la correcta formacion
del huso mitético y produciendo un atresto del ciclo celular en la fase G2/M que da
lugar a la apoptosis (Jordan y Wilson, 2004; Prota y cols., 2013; Rowinsky, 1997).

El tratamiento del cancer por quimioterapia con PTX presenta tres
limitaciones importantes. La primera viene dada por la falta de especificidad de este
farmaco tal y como pasa con otros farmacos antitumorales. A pesar de que el PTX
actia sobre todo en células con altas tasas de proliferaciéon celular, éste también
afecta a células que tienen bajas tasas de proliferacion como por ejemplo las
neuronas, degenerando sus axones y dando lugar a efectos secundarios dependientes
de la dosis en pacientes, como el dolor neuropatico y reacciones de hipersensibilidad
(Gornstein y Schwarz, 2014).

La segunda limitacién son los solventes que en muchos casos son necesarios
para solubilizar firmacos insolubles. Las sustancias utilizadas para solubilizar el PTX
son el aceite de ricino polietoxilado o Cremophot® EL y el etanol (50% v/v)
(©Vidal Vademecum, 2017; Adams y cols., 1993). El Cremophot® EL es una
sustancia toxica y produce efectos secundarios severos como son hipersensibilidad

aguda e inmunoestimulacion sistémica (Weiszhar y cols., 2012). Esto hace necesario
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que los pacientes reciban tratamientos con corticoides y antithistaminicos antes de
comenzar el tratamiento quimioterapico con PTX y que los tiempos de infusién del
mismo sean muy largos (Michaud, 1997; Surapaneni y cols., 2012; Weiss y cols.,
1990). Ademas, se ha demostrado que el Cremophor® EL limita la biodistribucion
de paclitaxel y su acumulacion en el tejido tumoral, debido a la formacién de micelas
polares en el plasma donde quedan incluidas las moléculas del antineoplasico. Por
este motivo, el comportamiento farmacocinético de este agente antitumoral es no
lineal y no existe una relacion directamente proporcional entre la dosis administrada
y la actividad antitumoral (Miele y cols., 2009).

La tercera limitacion viene dada por el fenotipo MDR que también afecta al
tratamiento con PTX puesto que este farmaco es sustrato de la P-GP, que lo
expulsa del interior celular mediante un mecanismo dependiente de ATP, haciendo
ineficaz el tratamiento (Leonessa y Clarke, 2003). Para evitar esta resistencia se han
intentado administrar conjuntamente con el PTX sustancias inhibidoras de la
actividad de P-GP como el verapamilo. Sin embargo, los resultados no son muy
alentadores ya que incretamenta la toxicidad del PTX y altera su farmacocinética

(Berg y cols., 1995).
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1.3. Nanomedicina del cancer

La nanotecnologia es la ciencia que disefia, caracteriza, sintetiza y estudia los
materiales de tamafio en escala nanométrica. Abarca diferentes disciplinas (quimica,
fisica, ingenieria, biologia, medicina, etc.), lo que permite su aplicacion en diferentes
campos (Sahoo y cols., 2007). Recientemente, la nanotecnologia aplicada a la
medicina ha surgido como una nueva estrategia terapéutica para mejorar el
pronostico de clertas enfermedades como el cancer. La nanomedicina en el campo
de la oncologia implica el uso de nanomateriales para el diagnostico, seguimiento y
tratamiento del cancer (Tong y Kohane, 2016; Doello y cols., 2015). De esta manera,
las nanoformulaciones pueden desarrollarse para transportar farmacos, acidos
nucleicos, proteinas para el tratamiento del cancer o también pueden transportar
agentes de imagen como fluoréforos o nucleos magnéticos para su diagnostico, e
incluso pueden sintetizarse nanoformulaciones que combinen el tratamiento con el
diagnostico (teragnosis). El uso de nanoformulaciones en aplicaciones oncoldgicas

presenta una serie de ventajas respecto a las aplicaciones clasicas (Shi y cols., 2017):

- Aumentan la eficacia de los farmacos antitumorales y/o reducen su toxicidad.

- Permiten la liberacién del farmaco en un tejido, célula u organulo especifico.

- Mejoran las propiedades farmacéuticas de los farmacos como son su vida
media en circulaciéon, solubilidad, estabilidad y concentracién en el tumor.

- Permite una liberacién del farmaco sostenida o activada por un estimulo.

- Facilitan la liberacion de macromoléculas como ADN, siARN, mARN y
proteinas.

- Posibilitan la liberaciéon simultanea de varios farmacos para mejorar el efecto
terapéutico y superar los mecanismos de resistencia celulares.

- Permiten el paso de los farmacos a través de barreras, en ocasiones
infranqueables, como la  barrera gastrointestinal o la  barrera
hematoencefalica.

- Mejoran la sensibilidad del diagnostico y la visualizacion del cancer.
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- Proporcionan nuevas estrategias para el desarrollo de vacunas sintéticas.
- Permiten el uso de determinados nanomateriales con propiedades
terapéuticas inherentes una vez que son estimulados como en el caso de las

NPs de oro u 6xido de hierro.

Todas estas ventajas convierten a las NPs en una nueva estrategia terapéutica y
diagnostica en el cancer que permite mejorar el pronostico de los pacientes afectos

de esta patologfa.

1.3.1. Propiedades de las nanoformulaciones

1.3.1.1. Tamafio, forma y superficie

El tamafio de las nanoformulaciones va a estar directamente relacionado con
su acumulacién en los tejidos tumorales, siendo ésta por tanto una de las
propiedades fisico-quimicas mas importantes. En este sentido, para la aplicacion
biomédica debe encontrarse el tamafio 6ptimo de la nanoplataforma siendo ademas
compatible con el resto de propiedades fisico-quimicas como la forma o la carga de
superficie. Ese tamano deberia oscilar entre los 2 y 200 nm, ya que las de mayor
tamafio podrian obstruir capilares sanguineos o ser eliminadas por el sistema
reticuloendotelial y las mas pequefas podrian ser excretadas por los rifiones (Choi y
cols., 2007; Duan y Li, 2013; Moghimi y cols., 2001; Yang y cols., 2012).

En cuanto a la forma, normalmente las nanoformulaciones adquieren una
morfologia esférica, ya sean NPs, liposomas, micelas, nanocapsulas, etc. Sin
embargo, es interesante el estudio de cémo nanoplataformas de diferentes formas
pueden mejorar la eficiencia de la misma respecto a las tradicionales con forma
redondeada, como por ejemplo, mejorando su toxicidad celular. Las formas pueden
ser muy variadas: disco, filamentos, tubos, agujas o incluso arborescente como en el

caso de los dendrimeros (Stoehr y cols., 2011; Truong y cols., 2015).
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La superficie de la nanoplataforma va a definir la relacion que va a mantener
con el ambiente que la rodee, como por ejemplo el tiempo de vida media en el flujo
sanguineo o la interaccion con las células (Schipper y cols., 2009; Verma y Stellacci,
2010). La carga de superficie es un aspecto fundamental en este sentido ya que las
nanoformulaciones que no tienen carga neutra mejoran la internalizaciéon celular si
se comparan con NPs con carga neutra (Kettler y cols., 2014).

Sin embargo, la carga por si sola no es una propiedad que defina el
comportamiento de la nanoplataforma ya que se ha observado una mejor
internalizacién celular de NPs con carga positiva, pero un mayor tiempo de vida
media en el torrente sanguineo y mejor entrada en el tejido tumoral con NPs con
carga negativa (Kenzaoui y cols., 2012; Xiao y cols., 2011). Por lo tanto, es una
adecuada combinacién de las propiedades fisico-quimicas de las nanoformulaciones
como son tamafio, forma y carga lo que va a determinar que tengan un buen
comportamiento para poder ser utilizadas con éxito en el tratamiento antitumoral

(Duan y Li, 2013).

1.3.1.2. Direccionamiento

El direccionamiento permite la acumulaciéon especifica de las moléculas
transportadas por las nanoformulaciones en los tejidos tumorales, evitando su
incorporacién a los tejidos sanos, Esta propiedad les confiere dos grandes ventajas,
en primer lugar disminuye los efectos secundarios producidos por el tratamiento
quimioterapico, que reducen en gran medida la calidad de vida del paciente y en
ocasiones pueden ser fatales, y en segundo lugar incrementan la cantidad de farmaco

en el tejido tumoral consiguiedo una mejora de su actividad antitumoral.
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En nanomedicina, se diferencian dos tipos de direccionamiento (Figura 8).
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DIRECCIONAMIENTO DIRECCIONAMIENTO
ACTIVO PASIVO

Figura 8. Tipos de direccionamiento de las NPs hacia los tejidos tumorales (Doello y cols., 2015).

Por un lado, encontramos el direccionamiento pasivo propio del tratamiento
de los tumores solidos, en el que son las propias caracteristicas fisico-quimicas de las
nanoformulaciones las que hacen que se acumulen mas en el tejido tumoral, no
necesitando éstas ninguna modificacién especial en su estructura. Este
direccionamiento se produce gracias al efecto de permeabilidad y retencion
aumentadas (EPR), que fue descrito por Matsumura y Maeda (1986) al observar que
un polimero conjugado con neocarcinoestatina se acumulaba mas en los tejidos
tumorales que la neocarcinoestatina por si sola (Matsumura y Maeda, 1986). El
efecto EPR se basa en la mayor extravasacion de moléculas de cierto tamafio,
normalmente mayores de 7 nm y macromoléculas, debido a los procesos de
angiogénesis tumoral, a un mal drenaje linfatico y a una producciéon de mediadores

vasculares en los tejidos tumorales. Las caracteristicas requeridas para que se
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produzca el efecto EPR quedan resumidas en la Tabla 9. Respecto a la angiogénesis,
los nuevos vasos sanguineos que se forman en los tumores tienen una estructura
aberrante donde se pueden observar grandes brechas, huecos o gaps entre las células
endoteliales, lo que unido a la liberacién excesiva de mediadores vasculares
(mondxido de carbono, mondxido de nitrégeno, el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), prostanglandinas o la bradiquinina) en estos tejidos incrementa la
permeabilidad de los vasos sanguineos y favorecen el efecto EPR. Finalmente, el
mal drenaje linfatico en los tejidos tumorales hace que esas macromoléculas se
eliminen més lentamente en comparaciéon con un tejido normal (Bertrand y cols.,
2014; Fang y cols., 2012; Maeda, 2012; Maeda y cols., 2003, 2016; Nakamura y cols.,
2015; Wu y cols., 2001).

Tabla 9. Propiedades de las nanoformulaciones necesarias para que se produzca el efecto EPR.

Propiedad Descripcion

Biocompatibilidad del =~ No debe aparecer:
nanomaterial - Interaccién con componentes sanguineos
- Interaccion con vasos sanguineos
- Antigenicidad
- Eliminacién por el sistema reticuloendotelial
- Lisis celular

Tamafio molecular - Deben ser mayores de 40 kDa para no ser eliminados por
aclaramiento renal

Carga de superficie - Ligeramente negativa, casi neutra

Tiempo - Mas de algunas horas en circulacién sistémica en ratones
- La acumulacién se observa a los 30 min

Tiempo de retenciéon del - Desde horas a dias, incluso semanas
farmaco

A pesar de que el efecto EPR puede observarse de forma generalizada en la
mayoria de los tumores sélidos, se ve reducido en los tumores que poseen pobre
vascularizacion como es el caso de de los tumores de préstata y pancreas. También
puede verse afectado debido a la heterogeneidad de los tejidos tumorales y la
obstruccion del flujo sanguineo por coagulacién o formacion de trombos en tejidos

necroéticos tumorales (Maeda y cols., 2016).
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Por otro lado, encontramos el direccionamiento activo propio de tumores
sélidos y no solidos en el que, al contrario del caso anterior, se afiade algun tipo de
modificaciéon al nanomaterial que lo hace mas especifico por la célula tumoral.
Normalmente estas modificaciones se realizan en la superficie de la
nanoformulacién mediante la adicion de alguna molécula como anticuerpos o
ligandos que son especificos para células diana tumorales, siendo por tanto estas
NPs funcionalizadas. En el caso de tumores solidos, las nanoformulaciones se
acumulan en el tejido tumoral mediante direccionamiento pasivo y una vez alli se
unen de manera especifica al receptor o ligando diana de membrana. Estas dianas
suelen estar sobreexpresadas en células tumorales o en células endoteliales de los
vasos sanguineos de los tumores, pero no en las células sanas. De esta manera se
consigue una internalizacion del nanosistema, asi como de la molécula que
transporta mucho mas especifico y por tanto mucho mas eficiente, sobre todo en
determinados tipos de cancer donde como hemos comentado anteriormente el
efecto EPR puede no ser suficiente (Byrne y cols., 2008; Maeda y cols., 2016). Otro
aspecto importante a tener en cuenta es que el nanosistema funcionalizado debe
llegar a estar cerca de la célula diana para interaccionar con ella y poder realizar el
direccionamiento activo (Florence, 2012). Una de las estrategias para aumentar la
probabilidad de contacto con las células tumorales es prolongar el tiempo de vida
medio en sangre de la nanoformulacién (Kamaly y cols., 2012). De ahi que muchos
estudios se basen en la sintesis de NPs a partir de proteinas sanguineas como
albumina o lipoproteinas. Por otro lado, estas proteinas plasmaticas se pueden unir a
la superficie de las NPs de forma espontanea cuando van por el torrente sanguineo y
puede influir en el direccionamiento de las mismas (Hadjidemetriou y cols., 2015).

Se han utilizado muchos tipos de moléculas para el direccionamiento activo
como polisacaridos, anticuerpos monoclonales o fragmentos de los mismos, acidos
nucleicos, acido félico, proteinas, péptidos, etc. (Byrne y cols., 2008; Saha y cols.,
2010; Zhong y cols., 2014). Las moléculas mas usadas han sido los anticuerpos
monoclonales, asi como fragmentos de los mismos debido a su gran especificidad.
Sin embargo, su uso en nanomedicina es complejo ya que hay que solventar una

serie de problemas como por ejemplo el tamafio. Los anticuerpos, son moléculas de
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gran tamano, lo que dificulta su incorporacion en la superficie de los nanosistemas y
aumenta considerablemente su tamafo, con lo que es recomendable solo usar
pequefos fragmentos de la region hipervariable o Fab (Allen, 2002; Kirpotin y cols.,
2000). Ademas, el anticuerpo puede generar inmunogenicidad haciendo que el
nanosistema sea eliminado por el sistema inmune alterando su efecto terapéutico y
su biodistribuciéon (Weinberg y cols., 2005). Por dltimo, los anticuerpos son
moléculas sensibles a factores como cambios de temperatura, enzimas,
concentracion de sales o presencia de solventes organicos, lo que dificulta ain mas
el proceso de preparacion de NPs funcionalizadas con anticuerpos (Bertrand y cols.,
2014). A pesar de todas estas limitaciones, se han desarrollado numerosos
nanosistemas funcionalizados con anticuerpos que estan siendo testados a nivel de
investigacion basica con prometedores resultados como las NPs de acido poli
(lactico-co-glicélico) (PLGA) cargadas con rapamicina y funcionalizadas con
anticuerpos para el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) que
mejoran su incorporacion intracelular hasta 13 veces en comparacion con las no
funcionalizadas (Acharya y cols., 2009). Asi como NPs de PLGA cargadas con
tamoxifeno y funcionalizadas con un anticuerpo que reconoce Her2 para cancer de
mama demostrando también una incorporaciéon de hasta un 35% mas en
comparacion con NPs sin anticuerpo, asi como un aumento del efecto citotoxico
del farmaco (Vivek y cols., 2014).

Actualmente, existen nanoformulaciones funcionalizadas con anticuerpos
que ya estan en ensayos clinicos, siendo la mas relevante una de las primeras
nanoformulaciones aprobadas para su uso en clinica el Doxil®/Caelyx® (liposomas
pegilados cargados con DOX), al que ademas se le incorpora un fragmento de la
regién Fab del anticuerpo anti-EGFR cetuximab (Erbitux®). El ensayo clinico en
fase I se realiz6 en 26 pacientes con sobreexpresion de EGFR en sus tumores con
buenos resultados (incluida una respuesta completa al tratamiento) que garantizan su
continuacién hacia la fase II (Mamot y cols., 2012). Otras dos nanoformulaciones
funcionalizadas con anticuerpos que se encuentran en ensayos clinicos (fase I) son
MCC-465 y SGT-53. El primero es un liposoma con una cubierta de polietilenglicol
(PEG), cargado con DOX y funcionalizado con un fragmento de la regiéon Fab del
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anticuerpo GAH que es especifico para cancer de estomago. Este liposoma fue
buen tolerado por los pacientes estableciéndose la dosis para la fase II (Matsumura y
cols., 2004). El segundo es un liposoma funcionalizado con un fragmento del
anticuerpo para el receptor de la transferrina que lleva un supresor de la proteina
p53. Los resultados mostraron una buena liberacion del supresor especificamente en
las células tumorales tanto en el tumor primario como en metastasis (Senzer y cols.,
2013).Como comentadbamos anteriormente, otras moléculas usadas para el
direccionamiento activo de nanoformulaciones son proteinas como la transferrina y
la lactoferrina o péptidos como GEI11 (reconocido de manera especifica por
EGFR), acido félico y acido hialurénico (Cho y cols., 2011; Gan y Feng, 2010;
Milane y cols., 2011; Su y cols., 2014; Zhang y cols., 2010). Ademas, también se
considera direccionamiento activo el introducir algin factor en la nanoformulacién
que haga que libere la molécula transportada bajo determinadas condiciones como
es el caso de nanoformulaciones sensibles a pH (generalmente acido) mediante la
adicion de grupos protonables a su estructura (Kanamala y cols., 2010).

Por dltimo, las nanoformulaciones también pueden ser fucionalizadas
mediante la adicién de nucleos magnéticos. Un ejemplo lo forman las micelas
magnéticas de PCL y PEG cargadas con DOX, que consiguieron un aumento en la
acumulacién de farmaco en los tejidos tumorales de ratones con hepatocarcinoma
murino inducido con la linea celular H22 (Tang y cols., 2016). Otro ejemplo lo
constituyen las NPs con nucleos formados por oxido de hierro que ademas
transportan micelas poliméricas de acido hialurénico. Estas NPs resultaron ser
toxicas para las células tumorales de cancer de colon humano HT29, pero no lo
fueron para células no tumorales humanas en cocultivo con las anteriores. Ademas,
mediante imagenes obtenidas por resonancia magnética nuclear de ratas con
glioblastoma tratadas con estas NPs, pudieron demostrar una mayor acumulacion de

las mismas en los tejidos tumorales (Smejkalova y cols., 2014).
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1.3.1.3. Biodegradabilidad

La biodegradabilidad es una propiedad fundamental para el desarrollo de una
nanoformulacién para aplicaciones biomédicas, ya que permite en la mayorfa de los
casos la liberacion de la molécula terapéutica transportada. Sin embargo, es
necesario hacer la distinciéon entre los términos biodegradable, biorreabsorbible,
bioerodible y bioabsorbible ya que, aunque una nanoformulacién sea biodegradable
no necesariamente tiene que ser ninguna de las tres siguientes.

Entendemos por biodegradable, aquel material sélido cuya estructura
comienza a romperse y dispersarse iz vivo al ser atacada por elementos biolégicos,
pero no es totalmente eliminada del organismo, excluyendo la degradaciéon que
pueden producir microorganismos de la microbiota humana o ambientales.

En cambio, los materiales biorreabsorbibles sélidos, una vez que se degradan
y se alejan de su sitio de accién son totalmente eliminados del organismo, tanto los
productos iniciales, como los subproductos de la degradacion, sin producir efectos
secundarios, debido a que son eliminados mediante vias naturales por simple
filtracién o a través de su metabolizacién. El uso pues de este término, implica la
eliminacion total del material introducido en el organismo.

Por otra parte, el material solido bioerodible es aquel que sufre una
bioerosion o degradacion de su superficie y ademas es reabsorbido 7z vive. Por lo
tanto, este concepto también implica la eliminaciéon total del material, sin la
produccion de efectos secundarios.

Por ultimo, el término bioabsorbible se refiere a aquellos materiales solidos
que pueden disolverse en los fluidos corporales sin necesidad de romper la
estructura del polimero o de disminuir su peso molecular. Estos polimeros pueden

ser también biorreabsorbibles siempre y cuando las moléculas disueltas sean

excretadas (Vert y cols., 1992; Woodruff y Hutmacher, 2010).

71



Introduccion

1.3.1.4. Toxicidad

Esta propiedad es muy importante y un factor limitante para la aplicacién de
la nanomedicina en el tratamiento del cancer cuyo estudio esta actualmente en auge.
Normalmente para la sintesis de los nanomateriales se suelen utilizar componentes
que han demostrado ampliamente no ser toxicos en humanos y por tanto ser
bioseguros, como por ejemplo, los lipidos que forman parte de los liposomas, el
PEG o NPs de PLGA o poli (acido lacico) (PLA) (Estella-Hermoso de Mendoza y
cols., 2009; Kumari y cols., 2010; Schwendener, 2007). Sin embargo, para el
desarrollo de nuevos nanotransportadores es necesario estudiar y conocer a fondo
su umbral de toxicidad (Scheinberg y cols., 2010).

Los 6rganos mas afectados por la toxicidad de las nanoformulaciones son
aquellos que estan mas relacionados con el metabolismo, como el higado y también
los que tienen una mayor irrigaciéon sanguinea, como los pulmones o los rifiones
(Aillon y cols., 2009). La toxicidad también va a variar en funcién de otros factores
que vienen definidos fundamentalmente por la dosis y también por las propiedades
fisico-quimicas de las nanoformulaciones como la carga de superficie, el tamafio o la
forma, ya que debido a su pequefio tamafo tienen una gran superficie respecto al
volumen que ocupan y por tanto son mas “reactivas’” ya que tienen una mayor
probabilidad de interaccionar con las células y otros componentes biologicos
(Lanone y Boczkowski, 2006; Sajid y cols., 2015; Tarantola y cols., 2011).

La administraciéon de las nanoformulaciones puede dar lugar a la produccion
de ROS a nivel tanto intracelular como extracelular, que producen estrés oxidativo
pudiendo dafiar a la célula mediante peroxidaciéon lipidica de su membrana o
alterando su funcionalidad (Fu y cols., 2014; Suh y cols., 2009). Ademas, las NPs de
gran tamafio pueden producir dafios mecanicos irreversibles en las membranas
celulares cuando son internalizadas e incluso dafios en organulos citoplasmaticos
como el reticulo endoplasmatico, el nicleo o lisosomas (Suh y cols.,, 2009).
Asimismo, también puede producirse toxicidad alterando la expresion génica de las
células o incluso por danos directos en el ADN. Por ejemplo, se ha observado que

determinadas formulaciones catidnicas son capaces de afectar a la diferenciacion y
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proliferacion celular, asi como la expresion de genes inductores de la apoptosis en
células epiteliales humanas (Curtis y cols., 2006; Vega-Villa y cols., 2008).
Adicionalmente se han podido observar dafios oxidativos en el ADN en tejidos de
higado y rifién de ratones tratados durante una semana con NPs de Fe;Os (Ma y
cols., 2012). Otro de los aspectos importantes a valorar es la toxicidad de estos
nanomateriales a nivel ambiental, ya que muchos de sus productos son liberados al
medio tras su administracién en humanos. Por lo tanto, seria necesario conocer el
comportamiento de estas nanoformulaciones en el ambiente, desarrollar
metodologfas y dispositivos que permitan medir los niveles de estos materiales y
caracterizarlos y asegurar la seguridad del uso de la nanotecnologia (Curtis y cols.,
2000).

Los nanomateriales en los que mas se centran los estudios de toxicidad son
sobre todo NPs metalicas de diferente naturaleza (Fe3O4, y-Fe203, a-Fe2Os, TiOo,
CO304, CuO, etc.), NPs de silice y los puntos cuanticos (Akhtar y cols., 2010;
Valdiglesias y cols., 2016; Wang y cols., 2011; Winnik y Maysinger, 2013). Siendo las
NPs de 6xido de hierro las mas estudiadas, no hay un consenso claro sobre su
mecanismo de toxicidad, lo que se debe en gran parte a la alta variabilidad de NPs
entre los diferentes estudios. Sin embargo, se considera que las NPs de 6xido de
hierro tienen una toxicidad baja, aunque se necesitan aun muchos mas estudios para
confirmarlo, sobre todo a nivel epidemiolégico que actualmente son casi
inexistentes (Valdiglesias y cols., 2016). A pesar de esto, algunas formulaciones han
sido aprobadas por la FDA para su uso en clinica como el Ferumoxytol
(Feraheme®) para el tratamiento de anemia por deficiencia de hierro (Arami y cols.,

2015; Lu y cols., 2010).
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1.3.2. Nanoformulaciones utilizadas en el tratamiento del

cancer

1.3.2.1. Tipos de nanoformulaciones

Existe un amplio rango de tipos de nanoformulaciones enfocadas al
tratamiento del cancer con la misién de obtener un transportador biodegradable que
sea capaz de transportar la/s molécula/s de interés de manera especifica a los tejidos
tumorales, donde se libera de manera continua y sostenida, siendo las
nanoformulaciones transportadoras de firmacos antitumorales las mas estudiadas.
Un resumen de todos estos tipos de nanoformulaciones queda reflejado en la tabla
10 (Alam y cols., 2015; Cabeza L, 2016; Ortiz y cols., 2017). A continuacion,

comentaremos los tipos mas relevantes en la nanomedicina del cancer:

- Liposomas. Los liposomas son vesiculas artificiales de forma esférica
formadas por una bicapa de fosfolipidos. Son estructuras anfipaticas pueden
transportar sustancias tanto solubles (en el interior y el exterior del
liposoma), como insolubles en agua (dentro de la membrana). Su tamafio
puede variar desde varios nandmetros hasta micrémetros, pero en
nanomedicina se suelen usar liposomas entre 50 y 450 nm (Bozzuto y
Molinari, 2015; Etheridge y cols., 2013). Son una de las nanoformulaciones
mas estudiadas en nanomedicina por su buena biocompatibilidad debido a la
naturaleza de sus componentes similares a la bicapa lipidica celular y también
por su capacidad para transportar varios tipos de moléculas con ademas una
elevada capacidad de carga. Sin embargo, su gran tamafio hace que sean
facilmente reconocidos por el sistema reticuloendotelial (Fanciullino vy
Ciccolini, 2009; Mok y cols., 2009) por lo que normalmente son recubiertos
con PEG para evitar ser eliminados y prolongar el tiempo de vida medio en

sangre, aumentando la probabilidad de alcanzar el tejido tumoral
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(Akbarzadeh y cols., 2013; Mok y cols., 2009). Los liposomas han sido
cargados con numerosos tipos de farmacos antitumorales entre los que estan
la DOX, PTX, oxaliplatino, irinotecan, cisplanito, daunorrubicina, etc. Entre
todas estas variantes que han sido ampliamente estudiadas zz wvitro y en
modelos animales, algunas ademas se encuentran en ensayos clinicos y unas
pocas incluso estan disponibles en el mercado, siendo ya utilizadas de rutina

en clinica (ver siguiente apartado) (Slingerland y cols., 2012).

Nanoparticulas poliméricas. 1.as NPs poliméricas son sistemas coloidales
constituidos por polimeros biodegradables de tamafio menor de un
micréometro. Estas NPs presentan muchas ventajas en comparaciéon con otras
nanoformulaciones debido a que sus caracteristicas fisico-quimicas pueden
ser controladas y modificadas facilmente. Son biocompatibles y
biodegradables y permiten un alto porcentaje de carga de farmaco, su
liberaciéon controlada y sostenida y ademas lo protegen de su degradacion,
permitiendo en ocasiones la liberaciéon simultanea de dos farmacos diferentes
(Hu y cols., 2010; Paranjpe y Miller-Goymann, 2014; Wang y cols., 2009).
Ademas, el farmaco puede ser transportado inmerso en la matriz o en la
superficie del polimero en funcién del tipo de método de sintesis utilizado,
las nanocapsulas, sin embargo, en el nicleo interno de la NP (Parveen y
Sahoo, 2008; Sahoo y Labhasetwar, 2003). Entre las NPs poliméricas mas
estudiadas para el tratamiento del cancer se encuentran aquellas compuestas
por polimeros sintéticos como PLA, PLGA, PEG, poli (e-caprolactona)
(PCL) o poli (butilcianoacrilato) PBCA. También es muy amplio el estudio
de aquellas compuestas por elementos naturales como la albumina, gelatina,
heparina, colageno o quitosano (Jabir y cols., 2012; Wang y cols., 2009). El
desarrollo de nuevas NPs poliméricas ha permitido el uso de nuevos
farmacos muy insolubles, inestables y de amplia biodisponibilidad como es el
caso del resveratrol o la curcumina (Anitha y cols., 2014; Jung y cols., 2015).
También se ha investigado su uso en terapias alternativas a la quimioterapia o

incluso para el diagnostico. Por ejemplo, se han empleado co-polimeros de
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PEG y quitosano cargados con acido 5-aminolevulinico (5-ALA) en terapia
fotodinamica. Esta sustancia produce la fotooxidacion de materiales
biolégicos cuando es expuesta a una luz de determinada longitud de onda y
dosis. En este caso, al incrementar la concentraciéon de 5-ALA en las células
tumorales cuando es transportada por las NPs se consigue una mayor muerte
celular que con la 5-ALA libre (Chung y cols., 2013; Gilaberte y cols., 20006).
En otro caso se utilizaron NPs de poli (L-acido lactico) (PLLA) cargadas con
verde de indocianina y funcionalizadas con el anticuerpo para el antigeno
carcinoembrionario (CEA) y se observo que se unian de manera especifica a

células de cancer de colon (Kolitz-Domb y cols., 2014).

- Nanoparticulas magnéticas. Son aquellas sintetizadas con materiales con
propiedades magnéticas o paramagnéticas. Una de sus principales
caracteristicas es que pueden ser direccionadas al aplicar un campo
magnético externo hacia los tejidos tumorales consiguiendo una mayor
acumulaciéon de la molécula terapéutica transportada, siendo por tanto un
tipo de direccionamiento activo (Akbarzadeh y cols., 2012). Las propiedades
de estas NPs hacen que puedan ser usadas para tratamiento y diagnéstico del
cancer de manera separada y de manera conjunta (teragnosis). Las NPs
magnéticas pueden estar compuestas por diferentes metales como Zn, Co o
Ni, pero las mas estudiadas son aquellas compuestas por Fe concretamente
las SPIONS (superparamagnetic iron oxide nanoparticles). (Doello y cols., 2015). En
el campo del diagnéstico, estas NPs son muy utiles ya que pueden ser
observadas mediante resonancia magnética nuclear (RMN) debido al ntcleo
paramagnético que portan y pueden utilizarse como agentes de contraste que
indican la situacion del tumor (Hu y cols., 2013; Tiefenauer y cols., 1993). De
hecho existen varias formulaciones que ya han sido aprobadas para su uso en
clinica como el Feridex® y Resovist® ambas para la monitorizaciéon del
higado o el Combidex® para metastasis ganglionares (Wang, 2011).

Respecto a la terapia encontramos NPs magnéticas que transportan y

liberan farmacos antitumorales en el tejido de interés, con la ventaja de que
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estas NPs pueden mantenerse en el area donde se encuentran las células
tumorales liberando el farmaco mediante la aplicaciéon de un campo
magnético externo. Estas, normalmente suelen ser nanoformulaciones
formadas por un nucleo magnético y un polimero que transporta el farmaco
(Banerjee y Chen, 2007; Rahimi y cols., 2010; Shabestari Khiabani y cols.,
2017). Los ensayos de Maeng y cols., revelaron que NPs magnéticas cargadas
con DOX presentaban un mayor efecto antitumoral 7z vivo que la DOX libre
en tumores hepaticos (Maeng y cols., 2010). En glioblastomas inducidos en
ratones, la utilizacién de NPs magnéticas que transportan cetuximab (anti-
EGFR) mostraron un buen direccionamiento y un incremento del efecto
antitumoral respecto al anticuerpo solo (Kaluzova y cols., 2015).

Una neva estrategia terapéutica es la hipertermia que se basa en la
menor resistencia de las células tumorales a altas temperaturas que oscilan
entre 43 y 49 °C, temperaturas que si resisten las células sanas. La aplicacion
del campo magnético en las NPs hace que la energia magnética se transforme
en energia térmica generando calor y elevando la temperatura en el sitio del
tumor (Hervault y Thanh, 2014). Ya han sido ensayadas con éxito en el
tratamiento de tumores pancreaticos inducidos en modelos animales,
observandese un incremento de un 31% en la supervivencia en comparacion
con los grupos control (Basel y cols., 2012). El Resovist® también se ha
utilizado como agente de hipertermia mostrando muy buenos resultados en
la reduccién del volumen tumoral 7z wivo en xenoinjertos de cancer de
pulmén humano en ratones “nude” (Araya y cols., 2013).

Sin embargo, lo mas comun es la combinaciéon de hipertermia con
tratamientos de quimioterapia o radioterapia, ya que se ha observado que
puede incrementar el efecto citotoxico (Hervault y Thanh, 2014; Rao y cols.,
2010). Recientemente, Abbasi y colaboradores (2015) sintetizaron NPs
poliméricas fluorescentes con oOxido de manganeso y docetaxel que
permitieron su localizacion en el tejido tumoral de ratones y la evaluacion de
su efecto terapéutico (Abbasi y cols., 2015). La combinacién de hipertermia y

radioterapia también ha permitido obtener buenos resultados en tumores
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subcutaneos prostaticos en ratones inoculados con SPIONs, en los que se
pudo observar una mayor reduccién del volumen tumoral en los grupos
sometidos a hipertermia en comparacién a los tratados unicamente con

radioterapia (Attaluri y cols., 2015).

- Nanoparticulas Ilipidicas solidas. Se caracterizan por ser sistemas
coloidales sélidos a temperatura fisiolégica. Estin formadas por lipidos
sélidos como mono, di o triglicéridos, mezclas de glicéridos o ceras; un
producto biocompatible que estabiliza la emulsién como lecitina, acidos
biliares o polisorbatos y todo ello en solucién acuosa (Wong y cols., 2007).
Han sido muy estudiados en los dltimos afios para la terapia del cancer
debido a que presentan ciertas ventajas respecto a otras nanoformulaciones
lipidicas como los liposomas, ya que su produccién a gran escala tiene un
coste mucho menor, tienen menos problemas en lo referente al
almacenamientos y pérdida de farmaco y ademas tienen una alta
biocompatibilidad (Heath, 1988; Miiller y cols., 1997, 2000). Se han utilizado
estas nanoformulaciones para transportar farmacos, acidos nucleicos y para
su funcionalizacién con anticuerpos. Ademas, existen muchas variantes ya
que pueden ser sensibles a cambios en el pH, pueden combinarse con
ndcleos magnéticos o sintetizarlas con carga de superficie catiénica (Rostami
y cols., 2014). Muchos tipos de farmacos antitumorales han sido cargados en
este tipo de NPs como antraciclinas, taxanos, camptotecinas, etoposido, etc.
(Wong y cols., 2007). Se ha observado una reduccion de los efectos toxicos
de estos farmacos mediante su transporte en NPs lipidicas sélidas. Este es el
caso de este tipo de NPs asociadas a DOX y que tras administrarlas en
ratones mostraron una reduccion de la cardiotoxicidad en comparacién con
la DOX libre, ya que las NPs alteraron la biodistribucién normal del farmaco
disminuyendo su acumulacién en el tejido cardiaco (Pereverzeva y cols.,
2008). NPs lipidicas solidas cargadas con PTX también demostraron que
mostraron un mayor efecto antitumoral y biodisponibilidad 7z vive tras su

inoculacién intravenosa en comparacion con el PTX libre, presentaron
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menos toxicidad a nivel sistémico que el farmaco por si solo (Baek y cols.,
2015). Incluso en algunos casos, se ha podido observar como son capaces de
obviar el fenotipo MDR de células tumorales resistentes a farmacos
antitumorales como en el caso de NPs lipidicas sélidas sensibles a pH que
transportan DOX. Estas NPs fueron capaces de producir mas muerte celular
(2/3) en la linea de cancer de mama humana resistente a firmacos MCF-
7/MDR en comparacién con el firmaco solo (1/3), puede que por una

inhibicién de P-GP (Chen y cols., 2015).

Tabla 10. Resumen de las nanoformulaciones utilizadas en la nanomedicina del cancer.

Nanoformulacién Descripcion

Liposomas - Vesiculas formadas por una bicapa lipidica
- Pueden transportar fairmacos solubles e insolubles en agua

Polimerosomas - Vesiculas esféricas con estructura bicapa formadas a partir de
polimeros sintéticos
- Pueden transportar fairmacos solubles e insolubles en agua
- Buenos candidatos para sintetizar nanoformulaciones
multifuncionales

Micelas - Vesiculas formadas por una monocapa lipidica
- Pueden transportar fairmacos solubles e insolubles en agua

Nanoparticulas poliméricas - Sistemas coloidales formados por polimeros biodegradables
- Seguin coémo transportan el farmaco pueden ser nanoesferas o
nanocapsulas

Nanoparticulas magnéticas - Formadas por materiales con propiedades magnéticas o
paramagnéticas

- Debido a sus propiedades son utilizadas en diagnéstico,
tratamiento o teragnosis
- Pueden ser utilizadas para tratamiento por hipertermia

Nanoparticulas lipidicas - Sistemas coloidales sélidos a la temperatura fisiolégica
solidas - Pueden ser sensibles a cambios en el pH, magnéticas o catiénicas
Nanoparticulas de oro - Nanoparticulas con un nicleo de oro

- Debido a sus propiedades épticas estan siendo ampliamente
estudiadas para su uso en diagndstico mediante técnicas de imagen,
terapia fototérmica

- También se usan como transportadoras y liberadoras de farmacos

Puntos cuanticos - Nanocristales formados por elementos semiconductores

- Se utilizan para el diagnéstico y la monitorizacion a tiempo real
- También para el tratamiento por terapia fototérmica
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Tabla 10. (Continuacion) Resumen de las nanoformulaciones utilizadas en la nanomedicina del

cancet.

Nanoformulacién Descripcion ‘

Nanoparticulas de silice - Las mas comunes son las nanoparticulas de silice mesoporosas
- Pueden ser utilizadas tanto para diagnéstico como para tratamiento
- También se utilizan para transportar y liberar siARN

Nanogeles - Nanoparticulas compuestas por una red formada por polimeros
sintéticos o biopolimeros hidrofilicos entrecruzados
- Pueden utilizarse para el transporte y liberacién de macromoléculas
- Pueden liberar la molécula transportada en respuesta a un estimulo

Nanocascaras (Nanoshells) - Nanoparticulas esféricas con un nucleo dieléctrico cubierto por una
capa de metal
- En nanomedicina se suelen usar las que tienen un nucleo de silice y
una cubierta de oro
- Se usan tanto en diagndstico como en tratamiento

Nanohilos (Nanowires) - Nanoformulaciones con forma alargada que pueden estar formadas
por hierro, silicio o niquel
- Pueden utilizarse para diagndstico precoz del cancer mediante la
deteccién de biomarcadores especificos
- También se pueden utilizar en tratamiento mediante transporte de
farmacos y terapia fototérmica

Nanobarras (Nanorods) - Nanoformulaciones con forma de barra formadas por metales y
materiales semiconductores
- Usados en la teragnosis del cancer

Nanovigas - Nanoformulaciones formadas por materiales semiconductores con
(Nanocantilevers) forma de vigas flexibles
- Usados fundamentalmente como biosensores de marcadores
tumorales

Nanotubos de carbono - Nanoformulaciones con forma de cilindro hueco formadas por
carbono
- Podemos encontrarlos de una sola capa o de multiples capas
- Se utilizan para diagnéstico mediante la deteccién de
biomarcadores
- También en tratamiento por transporte y liberacién de farmacos

Dendrimeros - Nanoformulaciones poliméricas con forma arborescente, con un
patrén geométrico de numerosas ramas que se extienden desde el
nucleo
- Se utilizan tanto para diagnéstico como para tratamiento
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1.3.2.2. Mecanismo de accion

Las nanoformulaciones, concretamente las NPs, uno de los tipos mas
numerosos y que abarcan mayor nimero de nanoformulaciones, son internalizadas
en las células por mecanismos de endocitosis, que puede verse afectada por el
tamano, forma, superficie y propiedades mecanicas de las NPs (Canton y Battaglia,
2012). Sin embargo, también se ha observado internalizacion por medio de fusion
con la membrana celular, siendo este caso especialmente importante en el transporte
y liberaciéon de proteinas, que evitan de esta forma la degradacion en el lisosoma
celular (Tang y cols., 2013).

Las NPs pueden por tanto entrar a la célula por via endocitica mediada por
receptor, dependiente de clatrina, caveolina o endocitosis independientes de estas
vias (rafts lipidicos) y ademas, mas de uno de estos mecanismos puede ocurtir
simultaineamente (Kirkham vy Parton, 2005; Sahay y cols.,, 2010). Una vez
endocitadas, las NPs comienzan su degradacién debido al ambiente acido y a la
presencia de enzimas hidroliticas del endolisosoma (Sahay y cols., 2010; Selby y
cols., 2017). Cuando comienza la degradacion de la nanoparticula, también empieza
la liberacién de la molécula terapéutica transportada que debe escapar de la vesicula
de endocitosis y alcanzar su sitio de accién. Existen diferentes hipotesis para

explicar esta liberacion (Selby y cols., 2017):

- Efecto de esponja de protones. Ocurre con ciertos polimeros catidnicos
que tienen una buena capacidad como tamponadores de pH ya que
presentan grupos aminos protonables. Cuando son endocitadas y se
encuentran dentro del endosoma, durante la maduraciéon del mismo las
bombas de protones ATPasas de la membrana endosomal introducen
protones dentro del endosoma acidificando el ambiente y activando enzimas
hidroliticas. Los polimeros catiénicos van siendo protonados y tamponan la
acidificaciéon del endosoma, con lo que mas protones van entrando

continuamente al endosoma. Ante esta entrada de protones, se produce una
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entrada pasiva de iones Cl- que aumenta la concentracion de iones dentro del
endosoma, lo que da lugar a una entrada de agua para regular el equilibrio
osmotico que puede causar la rotura de la membrana endosomal y la
liberaciéon del contenido al citosol (Liang y Lam, 2012). Esta teorfa esta
siendo ampliamente discutida, ya que se ha observado que no todos los
polimeros que son capaces de tamponar en un rango de pH acido son
capaces de producir la rotura del endosoma y que conforme aumenta la

capacidad tamponadora no aumenta la liberaciéon del endosoma (Funhoff y

cols., 2004).

- Fusion de membrana. Se produce en nanoformulaciones lipidicas o
anfipaticas como los liposomas, cuya bicapa lipidica podria fusionarse con la
membrana del endosoma, liberando la molécula transportada directamente al

citosol (Zelphati y Szoka, 1996).

- Desotganizacion de la membrana y formacion de poros. En ocasiones la
desorganizacion de la membrana puede producirse por la interacciéon de las
NPs en degradaciéon o de los péptidos con la membrana del endosoma.
Mediante microscopia electronica de transmision (MET) se ha observado
como la polietilenimina (PEI) interacciona directamente con la membrana
del endosoma desorganizandola. En el caso de NPs anidnicas, se produce un
aumento de la hidrofobicidad dentro del endosoma que rompe su membrana
(Bieber y cols., 2002; Jones y cols., 2003). Asimismo, se ha observado
desorganizacion de la membrana por medio de péptidos y materiales que
presentan grupos guanidinio (Appelbaum y cols., 2012; Pantos y cols., 2008)
o por péptidos transportados como GALA (glutamato-alanina-leucina-
alanina) que se fusionan con la membrana del endosoma de forma
dependente de pH y se organizan formando poros transmembrana que

pueden transportar moléculas de hasta 5000 Da (Li y cols., 2004).
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Es importante por tanto conocer el mecanismo de acciéon de cada
nanoformulaciéon y cémo pueden liberar la molécula transportada al citoplasma
celular a la hora de disefiarla, ya que este hecho va a influir profundamente en su

efecto terapéutico (Figura 9).

MEDIO

. EXTRACELULAR
Farmaco

MEMBRANA
PLASMATICA

Nanoparticula

Entrada por
endocitosis
Lisosoma

Endolisosoma.
Degradacion de
la nanoparticula

CITOPLASMA NUCLEO

Liberacion
del farmaco

Figura 9. Mecanismo de accion de las NPs portadoras de farmacos.

1.3.2.3. Comercializacion y ensayos clinicos

Actualmente podemos encontrar numerosas nanoformulaciones en el
mercado y otras que estan siendo testadas actualmente en ensayos clinicos. Un
resumen de estas nanoformulaciones queda reflejado en las tablas 11 y 12 (Wicki y
cols., 2015). Concretamente, hasta marzo de 2017 aparecieron en “clinicaltrials.gov”
un total de 2.235 ensayos clinicos con liposomas, NPs o micelas, de los cuales 1.843
estaban relacionados con el cancer (Clinicaltrials.gov, 2017). La mayoria de las
nanoformulaciones que se encuentran en ensayos clinicos o que han sido aprobadas
para su uso en clinica son los liposomas. De hecho, la primera nanoformulaciéon

aprobada por la FDA para su uso en el tratamiento del cancer fue en 1995 y su
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nombre es Doxil®/Caelyx®: un liposoma cargado con DOX y con una cubierta de
PEG que mejora la biodistribucién del farmaco reduciendo asi su toxicidad
sistémica debido al efecto EPR (Barenholz, 2012). Actualmente, existen otras cinco
formulaciones lipidicas aprobadas para su uso en clinica, la mayorfa liposomas sin
cubierta de PEG que transportan diferentes farmacos como DOX, daunorrubicina y
citarabina (Myocet®, DaunoXome®, DepoCyt®) y liposomas con sulfato de
vincristina y mifamurtida (Marqibo®, Mepact®) que aumentan la vida media de los
farmacos y reducen su toxicidad (Chan y cols., 2004; Frampton, 2010; Gill y cols.,
1996; Gokbuget y cols., 2011; O’Brien y cols., 2013).

También ha sido aprobada en clinica una nanoformulacién formada por
proteinas, en este caso NPs de albimina que transportan PTX denominada como
nab-PTX o Abraxane®. Esta nanoparticula se usa en el tratamiento del cancer de
mama, cancer de pulmoén de células no pequefias y cancer de pancreas. La principal
ventaja del uso de esta nanoformulacion es la solubilizaciéon del PTX sin necesidad
de utillizar Cremophor® EL y por lo tanto evitando la toxicidad del solvente.
También supone una mejora en el tratamiento en cuanto a la supervivencia de los
pacientes (Wicki y cols.,, 2015) aunque no ha conseguido reducir la toxidad
provocada por los taxanos. Como se ha comentado en apartados anteriores,
también han sido comercializadas NPs magnéticas como el Combidex® para
metastasis ganglionares, Feridex® y Resovist® para la monitorizacién del higado
(Wang, 2011) o el Ferumoxytol (Feraheme®), que es una nanoparticula magnética de
oxido de hierro utilizada para tratar la anemia por deficiencia de hierro en adultos
con enfermedad renal y que actualmente se esta investigando su uso como agente de
contraste para técnicas de imagen (Arami y cols., 2015; Finn y cols., 2016; Lu y cols.,
2010).

En cuanto a los ensayos clinicos encontramos una amplia variedad como
hemos comentado anteriormente, de los cuales vamos a comentar los mas
importantes relacionados con los tipos de cancer referidos en la presente tesis
doctoral. En fase I, encontramos un estudio con liposomas funcionalizados con
EGFR vy cargados con DOX para el tratamiento de tumores sélidos, que ha

demostrado la buena biocompatibilidad y tolerabilidad de esta nanoformulacién en
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humanos con tumores sélidos con sobreexpresion de EGFR (Mamot y cols., 2012).
En fase II, liposomas con carga positiva en superficie que llevan encapsulado PTX
(Endo TAG-1) para el tratamiento de cancer de pancreas, de mama triple negativo y
de cabeza y cuello, también ha demostrado la tolerancia por los pacientes y un buen
efecto antitumoral (Awada y cols., 2014; Schuch, 2005). Por ultimo, el ensayo clinico
realizado en pacientes con cancer de pulmoén con liposomas administrados mediante
acrosol cargados con 9-nitro-20 (S)-camptotecina, mostrd la ausencia de efectos
secundarios graves derivados del tratamiento y que el farmaco es incorporado
correctamente de forma sistémica, observandose incluso la estabilizacién de la
enfermedad en dos pacientes (Verschraegen y cols., 2000).

Los ensayos clinicos con NPs poliméricas son menos frecuentes aunque
también han obtenido excelentes resultados como en el caso de pacientes con
tumores solidos en estado avanzado que fueron tratados con NPs poliméricas
funcionalizadas con el antigeno prostatico especifico de membrana (PSMA) y
cargadas con docetaxel (BIND-014), se observé un mayor tiempo en circulaciéon en

comparacion con el docetaxel libre y un perfil farmacocinético diferente (Von Hoff

y cols., 2016).

Tabla 11. Resumen de las nanoformulaciones aprobadas para su uso en la medicina del cancer.

Nombre  Nanoformulacién Farmaco Tipo de Compaiia
comercial cancer
Abraxane® Nanoparticulas de PTX Mama, Abraxis/
albimina pancreas, de Celgene
pulmén de
células no
pequenas
DaunoXome® Liposoma Daunorrubicina Sarcoma de Galen
Kaposi
DepoCyt® Liposoma Citarabina Meningitis Pacira
neoplasica
Doxil®/ Liposoma DOX Sarcoma de Johnson &
Caelyx® Kaposi, ovario, Johnson
mama, mieloma
maltiple
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Tabla 11. (Continuaciéon) Resumen de las nanoformulaciones aprobadas para su uso en la

medicina del cancer.

Nombre
comercial

Nanoformulacion

Farmaco

Tipo de

Compainia

cancer

Genexol-PM® Micela polimérica PTX Mama, pulmoén, Samyang
PEG-PLA ovario Biopharm
Lipo-D0x® Liposoma DOX Sarcoma de Taiwan
Kaposi, mama, Liposome
ovario
Matrqibo® Liposoma Vincristina Leucemia Talon
linfoide aguda
Mepact® Liposoma Mifamurtida Osteosarcoma Takeda
Myocet® Liposoma DOX Mama Cephalon
NanoTherm® Nanoparticulas de - Glioblastoma Magforce
oxido de hietro Nano-
technologies
Oncaspar® Conjugados PEG- L-Asparraginasa Leucemia Enzon/
proteina Sigma-tau
Zinostatin Conjugados polimero-  Poli (estireno-co- ~ Higado, rifién ~ Yamanouchi
stimalamer® proteina anhidrido
maleico)-
neocarzinosta-
tina

Tabla 12. Resumen de algunos de los ensayos clinicos con nanoformulaciones para la

nanomedicina del cancet.

Nanoformulacion Farmaco

Tipo de cancer Cédigo Fase
Nanoparticulas de Docetaxel Mama NCT00531271 11
albumina metastasico
Micelas poliméricas PTX Mama avanzado NCT00915369 1
Liposoma PTX Mama triple NCT00448305 11
negativo
Nanoparticulas Docetaxel Cancer NCT01300533 1
poliméricas metastasico,
PEG-PLGA tumores solidos
funcionalizadas con
antigeno prostatico
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Tabla 12. (Continuacién) Resumen de algunos de los ensayos clinicos con nanoformulaciones

para la nanomedicina del cancer.

Nanoformulacién Farmaco Tipo de cancer Codigo Fase
Liposoma DOX Tumores solidos  NCT01702129 1
funcionalizado con
EGFR

Liposoma Docetaxel Tumores sélidos NCT01041235 1
Liposoma 9-nitro-20 (S)- Pulmoén (células NCT00250068 11

camptotecina no pequefias),
endometrial NCT00249990 11

metastasico
Liposoma Irinotecan HCL: Colorrectal NCT00361842 11
Floxuridina

Nanoparticulas de Camptotecina Pulmoén (células NCT01380769 I

ciclodextrina no pequenas),
carcinoma de NCT01625936 1

células renales
Nanoparticula SN-38 Tumores sélidos, NCT00542958 1

polimérica PEG-PGA  (metabolito activo  cancer de pulmén
del irinotecan) (células NCT00951613 11
pequenias),

mama NCT00951054 11
Liposoma Inhibidor de la TS Colorrectal NCT00081237 11

1.3.3. Nanoparticulas poliméricas transportadoras de farmacos

Para realizar los articulos que componen esta tesis doctoral nos hemos
centrado en el uso de NPs poliméricas como transportadoras y liberadoras de
farmacos antitumorales. Una amplia variedad de farmacos, pueden ser transportados
y liberados usando NPs poliméricas que tienen la habilidad de modificar su
farmacocinética, su biodistribucion, asi como aumentar su efecto terapéutico.
Concretamente, se han vehiculizado los farmacos DOX, 5-FU y PTX en NPs de
PBCA, PCL y PLGA. A continuacion, se expone una breve revisiéon de cada una de

las nanoformulaciones.
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1.3.3.1. Nanoparticulas de poli (butilcianoacrilato)

Las NPs de PBCA estan compuestas de n-butilcianoacrilato que es un tipo
de alquilo cianoacrilato. Actualmente se esta investigado su uso en determinadas
enfermedades como el cancer, enfermedades del sistema nervioso central, el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida e infecciones producidas por bacterias o
virus. Sin embargo, estos polimeros ya han sido ampliamente utilizados en otras
aplicaciones como por ejemplo, pegamento para tejidos (Indermil® y Liquiband®)
(Couvreur y cols., 1979; Gao y cols., 2015). Las NPs de PBCA se caracterizan por
ser biocompatibles, biodegradables, facilmente modificables, facilmente sintetizadas
a gran escala y ademas pueden transportar una gran variedad de moléculas, como
antibiéticos, péptidos, acidos nucleicos o farmacos antitumorales, mejorando en
todos los casos su actividad farmacolégica (Couvreur y cols., 1979; Evangelatov y
cols., 2016; Gao y cols., 2015, 2013; Tomcin y cols., 2014; Xu y cols., 2011, 2015).

La biodegradacion de las NPs de PBCA se produce por medio de la hidrolisis
de su enlace éster por medio de esterasas, siendo menor y practicamente
inapreciable el efecto de otras enzimas hidroliticas como la amilasa o la pepsina. La
accion de las esterasas da lugar a la eliminacion de las cadenas laterales del polimero,
haciéndolo mas hidrofébico. Los productos de la degradaciéon del polimero son
finalmente eliminados en el rinén (Mahapatro y Singh, 2011; O’Sullivan y
Birkinshaw, 2002; Scherer y cols., 1994; Sullivan y Birkinshaw, 2004).

Los monémeros de butilcianoacrilato polimerizan facilmente en entorno
acido sin necesidad de un aporte de energia externo. Existen dos métodos
principales utilizados en la sintesis de las NPs de PBCA, uno de ellos esta basado en
la polimerizacién y el otro en la nanoprecipitacion, dando lugar cada método o bien
a nanoesferas o bien a nanocapsulas. Dentro del método de polimerizacién se
distinguen dos tipos segun el desencadenante de dicha polimerizacion;
polimerizacién por radicales libres y polimerizacién anidnica, incluyendo la
polimerizacién por emulsién (uno de los mas usados), la polimerizacion interfacial y
la polimerizacién por miniemulsién. En el caso de la nanoprecipitacion se parte de

un polimero presintetizado de PBCA donde se completa la formacion de las NPs.

88



Introduccion

En este caso, no se requieren reacciones enzimaticas lo que puede ser importante a
la hora de preservar la actividad biologica del farmaco que se desee transportar (Gao
y cols., 2015).

Se ha estudiado el uso de NPs de PBCA en cancer mediante la incorporacion
de diversos farmacos antitumorales como la DOX, 5-FU, cisplatino, epirubicina,
curcumina, PTX, etc. (Bagherpour Doun y cols., 2014; Duan y cols., 2012a;
Ebrahimi Shahmabadi y cols., 2014; Mulik y cols.,, 2012; Ren y cols., 2011;
Yordanov y cols., 2012, 2013a, 2013b; Zhang y cols., 2016). En esta tesis doctoral
hemos utilizado las NPs de PBCA para vehiculizar los farmacos DOX y 5-FU
testandose tanto en modelos 7z vitro como in vivo de cancer de mama, pulmén y

colon. Estos trabajos quedan expuestos en los capitulos 1 y 2.

1.3.3.2. Nanoparticulas de poli (e-caprolactona)

El material poli (e-caprolactona) es un polimero sintético semicristalino e
hidrofébico que se ha estudiado como material base para la construccion de NPs
que transportan y liberan farmacos debido a su alta permeabilidad a numerosos
tipos de farmacos, asi como por su degradaciéon a largo plazo que permite una
liberacién sostenida del mismo (Hakkarainen y Albertsson, 2002; Sinha y cols.,
2004). También se ha estudiado en ingenierfa tisular, sintesis de apdsitos,
anticonceptivos y en materiales usados en odontologia, debido a su buena
biocompatibilidad ya que es un material muy versatil y sus propiedades fisico-
quimicas son facilmente modificables (Woodruff y Hutmacher, 2010). Su gran
versatilidad también radica en la amplia variedad de tipos de formulaciones que
pueden sintetizarse a partir de este material como son NPs, micelas, hidrogeles,
tibras, capas (films) y scaffolds y a su combinacién con otros materiales y polimeros
como PEG, quitosano o PLGA (Chen y cols., 2010; Dash y Konkimalla, 2012; Gou
y cols., 2011; Song y cols., 2010).

En comparacién con otros polimeros la biodegradaciéon de PCL es lenta

debido a su naturaleza semicristalina. Esta degradacion esta dividida en dos fases.
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Una primera fase no enzimatica, que se basa en una hidrélisis autocatalizada por los
grupos terminales carbonilo en la que se rompen los enlaces éster del polimero. La
segunda fase ocurre cuando el polimero es mas cristalino y de bajo peso molecular.
Es entonces cuando se produce la degradacion intracelular en los fagosomas
celulares (Sinha y cols., 2004; Woodruff y Hutmacher, 2010; Woodward y cols.,
1985).

Se obtiene mediante la polimerizaciéon por apertura de anillo del monémero
ciclico e-caprolactona (Van Natta y cols., 1934). Existen varios mecanismos que
afectan a la polimerizaciéon del PCL de manera que puede ser polimerizacién
anionica, catidnica, coordinada y radical (Pitt, 1990). Cada método varia en cuanto al
control de la distribucion del peso molecular, la composiciéon de los grupos de los
extremos moleculares y la estructura quimica y peso molecular de los copolimeros,
caracteristicas que son importantes en cuanto a la permeabilidad del polimero a
diferentes farmacos y a su biodegradabilidad (Murthy, 1997; Pitt, 1990). Los
métodos de preparaciéon de NPs de PCL mas comunes, son el método de
evaporacion del disolvente, de desplazamiento del disolvente, de disposicion
interfacial del polimero, de dialisis, de emulsién-evaporaciéon del disolvente y el
método de emulsién-difusion del disolvente, siendo estos dos ultimos los mas
utilizados (Dash y Konkimalla, 2012; Sinha y cols., 2004).

El polimero de PCL es por tanto un material adecuado como sistema de
transporte y liberaciéon de farmacos debido a su gran biocompatibilidad, su alta
permeabilidad a diferentes tipos de farmacos y a que cuando es degradado es
totalmente excretado del cuerpo. Una vez que el farmaco es incorporado al
polimero, su liberacién puede verse afectada por el método utilizado para la
polimerizacién del PCL, su tamafio y la cantidad de farmaco transportado (Sinha y
cols., 2004). Se han utilizado estas NPs para transportar farmacos como
indometacina, flurbiprofeno, anfotericina B, ciclosporina, PTX, DOX,
camptotecina, curcumina, etc. (Dash y Konkimalla, 2012; Sinha y cols., 2004). En
esta tesis doctoral hemos utilizado una nueva formulacién de NPs de PCL para

transportar los farmacos DOX y 5-FU testandose tanto en modelos 7z vitro como in
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vivo de cancer de mama, pulmoén y colon. Estos trabajos quedan expuestos en los

capitulos 1y 2.

1.3.3.3. Nanoparticulas de dcido poli (Iictico-co-glicolico)

Las NPs de PLGA, son una de las nanoformulaciones mas adecuadas para el
transporte y liberacion de farmacos antitumorales ya que son altamente
biocompatibles, biodegradables y sus productos de degradaciéon (acido lactico y
acido glicélico) no son toxicos, ya que se metabolizan facilmente en el ciclo de
Krebs. Ademas, tienen una gran estabilidad y permiten una liberaciéon sostenida del
farmaco (Danbhier y cols., 2012; Mundargi y cols., 2008; Sadat Tabatabaei Mirakabad
y cols., 2014). Normalmente se suelen identificar segun el porcentaje de cada uno de
los monémeros que la constituyen, es decir, NPs de PLGA 50:50 quiere decir que
estan formadas por un 50% de acido lactico y un 50% de acido glicdlico (Danhier y
cols., 2012). Los polimeros de PLGA han sido aprobado por la FDA y de hecho
pueden encontrarse facilmente en el mercado (Somatuline® LA, Nutropin Depot®,
Lupron Depot®, Arestin®, Decapeptyl®, Suprecur® MP, Sandostatin LAR® Depot,
Trelstar™ Depot, Risperidal® Consta™) (Mundargi y cols., 2008).

Las NPs de PLGA entran a las células por endocitosis mediada por clatrina y
pinocitosis. Una vez son internalizadas, escapan rapidamente de los lisosomas y son
liberadas en el citoplasma celular aproximadamente en los primeros 10 minutos de
exposicion (Danhier y cols., 2012; Vasir y Labhasetwar, 2007). La degradacion se
produce por hidrdlisis del polimero y esta afectada por diversos factores como el
método de preparacion, la morfologia, el tamafio, la forma, el peso molecular,
hidrofobicidad, cristalinidad, etc. (Anderson y Shive, 1997; Dinarvand y cols., 2011;
Jain, 2001; Sadat Tabatabaei Mirakabad y cols., 2014). Por lo general, el tiempo de
degradacién es menor en polimeros de bajo peso molecular, con mayor contenido
en acido glicdlico, mas amorfos e hidréfilos (Dinarvand y cols.,, 2011; Sadat

Tabatabaei Mirakabad y cols., 2014).
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El polimero de PLGA es sintetizado mediante la copolimerizacién por
apertura de anillo de dos mondémeros: acido glicélico y acido lactico, utilizando
catalizadores metalicos como el 2-etilhexanoato de estafio (II) (Astete y Sabliov,
2006; Li y cols., 2009; Sadat Tabatabaei Mirakabad y cols., 2014). El método de
sintesis mas utilizado es el de emulsién-evaporacion del disolvente utilizando
generalmente el alcohol de polivinilo como estabilizante (Danhier y cols., 2012;
Mundargi y cols., 2008). Este método hace posible el transporte de farmacos
insolubles en agua disolviendo el polimero y el compuesto en un compuesto
organico. La emulsion aceite/ agua se prepara afladiendo un tensoactivo y agua a la
solucién del polimero. Después, se homogeniza la soluciéon o se sonica para
conseguir el tamafio nanométrico y tras la evaporacion o la extracciéon del
disolvente, finalmente las NPs se obtienen mediante centrifugacién o liofilizacion.
Para farmacos hidrofilicos, se puede usar el mismo protocolo modificado mediante
una doble o multiple emulsién (agua/aceite/agua), donde primero el firmaco y un
estabilizador se disuelven en agua. Se realiza la primera emulsion dispersando la fase
acuosa en un disolvente organico que contiene el polimero disuelto. Después se
vuelve a emulsionar en otra fase acuosa que vuelve a contener el estabilizador
(Danhier y cols., 2012; Hans y Lowman, 2002; Song y cols., 1997; Vila y cols., 2002).

Las NPs de PLGA tienen ciertos inconvenientes que pueden limitar su uso
en nanomedicina, como por ejemplo uno de sus grandes obsticulos es que no
pueden transportar grandes cantidades de farmaco ya que, a pesar de tener una
buena eficiencia de encapsulacion la cantidad de farmaco encapsulado suele ser de
un 1% (1 mg de fairmaco/100 mg de polimero). Otra limitacién importante, es que
inicialmente tienen una fuerte liberacion rapida del farmaco, que luego va seguida de
una liberacion sostenida. Esta liberacion inicial rapida puede estar causada por el
farmaco que se encuentra en la superficie de la nanoparticula y puede hacer que no
sea liberado en el tejido tumoral (Danhier y cols., 2012; Kumari y cols., 2010; Sadat
Tabatabaei Mirakabad y cols., 2014). Ademas, en las NPs de PLGA el transporte de
proteinas se dificulta bastante ya que la hidrolisis de estas NPs da lugar a dos tipos
de mondémeros acidos que reducen el pH del medio en el que se encuentran y por lo

tanto, puede dar lugar a la desnaturalizacion de las proteinas transportadas (Bittner y
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cols., 1998; Mundargi y cols., 2008). Por tanto, para que estas NPs sean aptas para
su uso en nanomedicina, es necesario afladir algunas modificaciones para mejorar las
limitaciones comentadas anteriormente, como por ejemplo, la adicién de sustancias
que actien como antiacido tamponando la solucién resultante de la hidrélisis de la
nanoparticula o la adicién de determinadas moléculas como PEG o polisorbato para
mejorar en general la estabilidad de la molécula transportada y su liberacion (Jiang y
cols., 2004; Péan y cols., 1999; Rojas y cols., 1999; Zhu y cols., 2000).

Se han sintetizado NPs de PLGA para transportar gran variedad de
moléculas terapéuticas para el tratamiento del cancer como PTX, DOX, cisplatino,
9-nitro-camptotecina, etopdsido, curcumina, rapamicina, proteinas, péptidos, acidos
nucleicos, e incluso moléculas especificas para inmunoterapia (Danhier y cols., 2012;
Sadat Tabatabaei Mirakabad y cols., 2014). En esta tesis doctoral hemos usado una
nueva formulacion de NPs de PLGA para transportar PTX, siendo testadas en
modelos 7z vitro de cancer de mama. Estos trabajos quedan expuestos en el capitulo

3.
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Obyetivos

El objetivo principal de este trabajo es evaluar la capacidad de diferentes
tipos de NPs poliméricas para vehiculizar y liberar farmacos utilizados actualmente
en la quimioterapia del cancer como la DOX, 5-FU y PTX, con el propésito de
mejorar su actividad antitumoral en modelos tanto  vitro como in vivo de cancer de

mama, pulmoén y colon.

Para desarrollar este objetivo principal se planteron los siguientes objetivos

parciales:

1- Sintetizar NPs poliméricas de PBCA, PCL y PLGA capaces de transportar con la

maxima eficacia los farmacos antitumorales DOX, 5-FU y PTX.

2- Estudiar la toxicidad de las NPs vacias (sin farmaco) sobre modelos 7 vitro e in

vivo de diferentes tipos de cancer.

3- Determinar si la vehiculizaciéon de la DOX, el 5-FU y el PTX mediante NPs
produce una mejora de la concentraciéon inhibitoria 50% (ICsp) de los farmacos

respecto a su utilizaciéon convencional (farmaco libre).

4- Determinar la localizacion intracelular y la capacidad de internalizacion celular de

las NPs mediante el uso de fluoréforos.
5- Determinar la mejora en el efecto antitumoral de los farmacos vehiculizados por

nanoparticulas de PBCA, PCL y PLGA en modelos iz vivo de cancer de mama,

pulmén y colon inducidos subcutaneamente en ratones inmunocompetentes.
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Abstract

The use of doxorubicin (DOX), one of the most effective antitumor
molecules in the treatment of metastatic breast cancer, is limited by its low tumor
selectivity and its severe side effects. Colloidal carriers based on biodegradable
poly(butylcyanoacrylate) nanoparticles (PBCA NPs) may enhance DOX antitumor
activity against breast cancer cells, thus allowing a reduction of the effective dose
required for antitumor activity and consequently the level of associated toxicity.
DOX loading onto PBCA NPs was investigated in this work via both drug
entrapment and surface adsorption. Cytotoxicity assays with DOX-loaded NPs were
performed in vitro using breast tumor cell lines (MCF-7 human and E0771 mouse
cancer cells), and in vivo evaluating antitumor activity in immunocompetent
C57BL/6 mice. The entrapment method yielded greater drug loading values and a
controlled drug release profile. Neither in vitro nor in vivo cytotoxicity was
observed for blank NPs. The 50% inhibitory concentration (ICsp) of DOX-loaded
PBCA NPs was significantly lower for MCF-7 and E0771 cancer cells (4 and 15
times, respectively) compared with free DOX. Furthermore, DOX-loaded PBCA
NPs produced a tumor growth inhibition that was 40% greater than that observed
with free DOX, thus reducing DOX toxicity during treatment. These results suggest
that DOX-loaded PBCA NPs have great potential for improving the efficacy of

DOX therapy against advanced breast cancers.

Keywords

Biodegradable polymer, carcinoma, cytotoxicity, chemotherapeutic drug,

drug delivery, nanopolymer.
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Introduction

Breast cancer is the most common malignancy affecting women in the world.
Thirty percent of patients eventually develop an untreatable metastatic disease, their
average life expectancy being no more than 3 years.! At present, systemic
chemotherapy is considered the standard strategy against metastatic breast cancer.
Despite the important advances in breast cancer therapy, including the development
of new molecules (eg, trastuzumab, fulvestrant, eribulinmesylate), combinations of
well-established drugs continue to be the first-line therapy against the malignant
disease.? Doxorubicin (DOX)-based regimens, due to the molecule’s high antitumor
efficacy, are one of the most interesting approaches toward improving the level of
clinical success in treating metastatic breast cancers. However, DOX-based
chemotherapy is characterized by poor tumor selectivity plus severe (dose-limiting)
side effects in healthy tissues and cells.>* Furthermore, DOX can lead to drug
resistance in breast cancer cells, which may be another pertinent cause of
chemotherapy failure.> Therefore, new research efforts are needed to reduce the
effective dose required for antitumor activity, the toxicity, and the drug resistance
associated with DOX in such chemotherapy programs.¢

In this context, the use of nanotechnology may be a promising strategy to
improve DOX efficacy and safety. Drug-delivery nanoplatforms have been
formulated to protect the antitumor agents that are loaded onto them from in vivo
metabolization and elimination (thus optimizing the pharmacokinetic profile of the
antitumor agent), and to increase drug accumulation at the site of the tumor, thereby
reducing the drug dose needed to obtain a greater antitumor effect and minimizing
toxicity.” Poly(alkylcyanoacrylates) have been used as promising nanoplatforms in
targeted tissue/cell drug delivery, because of their well-known biodegradability and
low toxicity in chronic treatments (multiple dosing), good tolerance, and
biocompatibility.8-11  Furthermore, cell recovery after the metabolization of
poly(alkylcyanoacrylate)-based nanoparticles (NPs) occurs easily in vivo, thanks to
the very low contact time between healthy tissues and the NP biodegradation

products that are carried away from the degradation site by the blood flow.!? These
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nanocarriers have been engineered for the efficient delivery of numerous anticancer
drugs to the tumor site (targeted drug delivery), thus increasing the patient survival
rate.’ In this regard, they have demonstrated a promising capacity to reverse the
multidrug resistance mechanisms developed by malignant cells. For instance, the
adsorption of drug-loaded poly(alkylcyanoacrylate) NPs onto the surface of cancer
cells, along with the formation of drug—poly(cyanoacrylic acid) ion pairs (as polymer
degradation occurs), has been described as preventing drug recognition by the P-
glycoprotein.'* Some authors have produced a large volume of particularly
interesting work with respect to the development of DOX-loaded
poly(alkylcyanoacrylate) NP. However, their work is entirely focused on the
application of such nanoplatforms to glioblastoma models.®!>-17 To the best of our
knowledge, the possibilities of these DOX-loaded polymeric nanoplatforms have
not been fully investigated in other cancer models, eg, that of breast cancers.

The present work, therefore, is devoted to the engineering of DOX-loaded
poly(butylcyanoacrylate) (PBCA) NPs with the aim of optimizing DOX therapies
used against breast cancers. To that end, the best formulation conditions have been
investigated. Compared with the free drug, our nanoparticulate DOX delivery
system gave rise to a significant enhancement of the in vitro antiproliferative
efficacy of DOX molecules. In addition, in vivo experiments demonstrated that the
DOX-loaded PBCA nanoparticulate formulations clearly reduced tumor growth
without evidence of an associated systemic toxicity. Therefore, this (nano-)
formulation may be a promising candidate for improving the efficacy of DOX
altherapies against advanced breast cancers, while also minimizing the toxicity

associated with doxorubicin’s activity.
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Materials and methods

Materials

All chemicals used were of analytical grade from Sigma-Aldrich Chemical Co.
(Spain), except for DOX hydrochloride (purchased from Dr M Damas, San Cecilio
Hospital, Granada, Spain), and butylcyanoacrylate (generous gift from Henkel

Loctite, Ireland).

Preparation of poly(butylcyanoacrylate) nanoparticles

PBCA  NPs  were  synthesized  following  the  well-known
emulsion/polymerization procedure for butylcyanoacrylate monomers in an
aqueous solution.!81? Briefly, a 1% (w/v) acetonic solution of the monomer was
added dropwise, under stirring at 1,200 rpm, to 10 mlL of an aqueous
polymerization medium containing 10-4 N HNO3 and the stabilizing agent
Pluronic® F-68 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) (1%, w/v). The mixture was
maintained under polymerization conditions for 3 hours, after which the medium
was finally neutralized with 10 pLL of an aqueous NaOH (10-1 M) solution to ensure
total consumption of the monomer. The remaining acetone was then fully
evaporated using a BuchiRotavapor® (BUCHI Labortechnik AG, Flawil,
Switzerland) rotary evaporator to obtain an aqueous suspension of PBCA NPs.
Finally, the nanoparticulate system was cleaned by subjecting it to repeated cycles of
centrifugation (60 min at 10,700 rpm using a Centrikon T-124 high-speed
centrifuge, Kontron, France) and redispersion in water, until the conductivity of the

supernatant was < 10 uS/cm.

Loading to the polymeric nanoplatform with doxorubicin

The polymeric NPs were loaded with antitumor drug by: 1) DOX

entrapment within the (nano-)matrix; and 2) DOX surface adsorption onto
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previously prepared NPs. DOX entrapment/adsorption within/onto the NPs was
assessed through UV-Vis spectroscopy by determining the amount of drug
remaining in the supernatant solutions (see below), which were obtained by filtering
the nanoparticulate suspensions through a 0.1 um membrane filter, after the
entrapment/adsorption process. No DOX adsorption on the filter membrane was
determined spectrophotometrically.

DOX entrapment involved the preparation of an aqueous polymerization
medium, containing 104 N HNO3 and Pluronic® F-68 (1%, w/v) (Sigma-Aldrich),
and the subsequent dropwise addition of an acetonic solution of the
butylcyanoacrylate monomer (1%, w/v) containing increasing concentrations of
DOX (104, 5X104, 103, 5%10-3, and 10-2 M). All other steps previously described to
prepare the PBCA NPs remained unchanged. Finally, DOX surface adsorption was
petformed at 25.0°C+0.5°C by combining suspensions of PBCA NPs (=2%, w/v)
with aqueous DOX solutions of known concentrations (104, 5xX10-4, 10-3, 5X10-3,
and 102 M). The suspensions were then stirred (50 rpm) for 24 hours. All

experiments were performed in triplicate.

Characterization methods

The geometry of the NPs was deduced from scanning electron microscopy
images (Zeiss DSM 950 scanning electron microscope, Germany). Before taking
images, a dilute aqueous NP suspension (=0.1%, w/v) was sonicated for 5 minutes,
and then drops of the suspension were placed on copper grids with Formvar film.
The grids were then dried in a convection oven at 35.0°C£0.5°C.

Mean particle diameters were also determined in triplicate at 25.0°C£0.5°C
by photon correlation spectroscopy (PCS) (Malvern Autosizer® 4700, Malvern
Instruments Ltd., Malvern, UK), with the scattering angle set at 60°. Measurements
were made after suitably diluting the aqueous NP dispersions (<0.1%, w/v). The
stability of the DOX-loaded PBCA NPs was assessed by measuring both their size
and DOX loading values after 1 month of storage in water at 4.0°C+0.5°C. The

surface electrical properties of the PBCA NPs (in a =0.1% w/v aqueous
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suspension) were examined by electrophoresis (Malvern Zetasizer 2000
electrophoresis device, Malvern Instruments Ltd.) at pH 4 (adjusted with the
addition of 10+ N HNO3) and in a 103 M KNOj solution. Measurements were
performed at 25.0°C+0.5°C, after the DOX solution and PCBA NP suspension had
been mixed under mechanical stirring (200 rpm) for 24 hours at the same
temperature. The experimental uncertainty of the measurements was less than 5%.
The O’Brien and White theory was used to convert the electrophoretic mobility (ue)
data into zeta potential ({) values.?

UV-Vis absorption measurements (8500 UV—Vis Dinko spectrophotometer,
Dinko, Spain) to determine DOX concentration in all the systems investigated were
conducted at the maximum absorbance wavelength (481 nm), using quartz cells of 1
cm path length. Good linearity was observed at this wavelength, and the method
was validated and verified for accuracy, precision, and linearity in all conditions
tested. The reproducibility of the drug solutions’ UV—-Vis absorbance spectra was
assured throughout the time period required for the experiments performed in this
work by wrapping all glassware with aluminum foil to protect them against ambient
light. DOX entrapment/adsorption measurements were carried out in triplicate by
applying Beer’s law to the UV—Vis absorbance of the supernatant solutions obtained
by filtration (see above). For the method to be accurate, we considered the
contribution to the absorbance of sources other than variations in drug
concentration (mainly the presence of Pluronic® F-68 [Sigma-Aldrich] and PBCA
degradation products in the supernatant solutions) by subtracting the absorbance of
the supernatant produced under the same conditions but without DOX.21-23

DOX incorporation to the PBCA NPs was expressed in terms of drug
entrapment efficiency (%) and drug loading (%). These parameters were calculated

as follows:

Drug entrapment _ Mass of drug incorporated (mg) %100
efficeiency (%) Initial drug added to the

suspension (mg) @)
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Mass of drugincorporated (mg) %100
Massof PBCA NPs(mg) 2

Drugloading (%) =

In vitro release of doxorubicin from poly(butylcyanoacrylate) nanoparticles

The dialysis bag method was used in triplicate to subsequently determine the
amount of DOX released from PBCA NPs after its incorporation. Concretely, this
characterization was performed on the PBCA NPs with the highest drug
entrapment efficiencies (Figure 1B), ie, =22.3% for the adsorption method and
~49.3% for the entrapment technique. Phosphate buffered saline (PBS) (pH
=7.4%0.1) maintained at 37.0°C£0.5°C was used as the release medium for all of the
experiments. The dialysis bag (2,000 Da cutoff; Spectrum® Spectra/Por® 6 dialysis
membrane tubing, Spectrum Laboratories, Inc., Rancho Dominguez, CA, USA)
retained the NPs and allowed the free DOX molecules to diffuse into the
dissolution medium. About 2 mlL of a drug-loaded PBCA NP suspension
(containing 2 mg/ml of DOX) was poured into the bags (previously soaked in
water for 12 h) with the two ends held by clamps. The bags were then placed in a
conical flask containing 50 mL of the receiving phase (PBS, pH 7.4), which was
stirred at 250 rpm. At predetermined times (0.08, 0.25, 0.50, 0.75, 1, 2, 3, 6, 12, and
24 hours), 3 mL samples of the receiving phase were withdrawn for UV—Vis analysis
at 481 nm. An equal volume of PBS, maintained at the same temperature, was

added to the release medium after sampling to ensure sink conditions.

Cell culture

The MCF-7 human breast cancer cell line (European Collection of Cell
Culture) and EO771 mouse breast cancer cell line (isolated from an
immunocompetent C57BL/6 mouse and provided by Robin Anderson from Peter
MacCallum Cancer Center, East Melbourne, Australia) were used. Both estrogen
receptor-positive cell lines were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) (Sigma-Aldrich) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine

serum (FBS) and 10 mM HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic
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acid) buffer, then maintained in a monolayer culture at 37.0°Cx0.5°C under a

humidified atmosphere of 5% COz in air.
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Figure 1 Doxorubicin-loaded PBCA NPs.

Notes: Scanning electron microscope picture of PBCA NPs (A). Scale bar: 150 nm. DOX
entrapment efficiency (%) (B), and DOX loading (%) (C) values on the surface of (adsorption
procedure, open symbols: O), and within (entrapment procedure, full symbols: m) PBCA NPs, as a
function of the initial drug concentration (the lines are guides to the eye). Release of previously
entrapped (full symbols: m) or adsorbed (open symbols: O) doxorubicin from PBCA NPs as a
function of the incubation time in PBS, at pH =7.4£0.1 and 37.0°C%0.5°C (D).

Abbreviations: DOX, doxorubicin; PBCA NPs, poly(butylcyanoacrylate) nanoparticles; PBS,
phosphate buffered saline.

Cytotoxicity assay

Cells were seeded into 24-well plates (104 cells/well for MCF-7, 1.5x10*
cells/well for E0771) and incubated with increasing concentrations of free DOX

(0.05-5.00 uM), DOX-loaded PBCA NPs (equal to 0.05-5.00 uM of free DOX) and
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blank PBCA NPs (ie, with no DOX loading, and at similar dilutions to drug-loaded
NPs). Cytotoxic activity was assessed by determining the 50% inhibitory
concentration (ICso) values obtained from the 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide-based colorimetric assay (MTT assay). After 8, 24,
and 48 hours of incubation, 20 pL. of an MTT solution (5 mg/mL of cell culture
medium) was added to each well. After incubation for 4 hours at 37°C£0.5°C, the
culture medium was removed, and the resultant formazan crystals were dissolved in
200 pL of dimethyl sulfoxide (DMSO). The absorbance of the converted dye, which
is proportional to the number of viable cells, was measured at 570 and 690 nm using
a Titertek Multiskan™ colorimeter (Flow Laboratories, Irvine, UK). The percentage
of surviving cells was expressed as relative growth rates (RGR, %) and was

calculated as follows:

absorbance of the sample
absorbance of the negative control

RGR (%) = x100 ©)

Intracellular uptake of doxorubicin

The intracellular distribution of free DOX and DOX derived from drug-
loaded PBCA NPs was visualized by fluorescence microscopy. MCF-7 and E0771
cells were seeded into 8-well chamber slides (BD Biosciences, Erembodegem,
Belgium) (5%103 cells/well) in 300 pul. of DMEM. According to Li et al?> the cells
were incubated with high doses of free DOX (10.0 and 43.1 uM) and DOX-loaded
PBCA NPs (equal to 10.0 and 43.1 uM of free DOX) for different periods (from 1
to 24 h). A 100 nM solution of 4',6-diamidino-2-phenylindole, DAPI, (Invitrogen™,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) was used for nuclear staining. The
cells were then rinsed with PBS, mounted, and examined with fluorescent
microscopy (Nikon Eclipse 501 microscope, Nikon Instruments Inc., Melville, NY,
USA). DOX was excited at 570 nm and DAPI nuclear stains at 358 nm. In addition,
FACScan (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) was used for the quantification of
DOX incorporation by cells. Cells were seeded in 6-well plates (1.5X105 cells/well)
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in 2 mLL of DMEM. After short incubations with DOX and DOX-loaded PBCA
NPs (for 0.5, 1, 1.5, 2, and 4 h), the cells were washed with PBS. They were then
harvested with a solution of PBS-ethylene-diamine-tetraacetic acid (0.02%) (EDTA),
transferred to universal screw cap tubes, centrifuged (600X g for 5 min), and washed
twice with PBS. FACScan analysis was used to obtain the mean value of

fluorescence. The increase in mean fluorescence (IMF, %) was calculated as follows:

mean fluorescence after treatment — basal mean fluorescencexloo 4)

IMF (%) =
%) basal mean fluorescence

Transmission electron microscopy

Parental MCF-7 cells (control) and MCF-7 cells treated with DOX-loaded
PBCA NPs (25 pg/mL) were fixed with 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate
buffer (pH 7.2) at 25.0°Cx0.5°C for 1 hour. Postfixation was performed at
25.0°C%0.5°C for 2 hours with 1% osmium tetroxide (OsOy) in cacodylate buffer
(pH 7.2), and sections were then dehydrated in 100% ethanol before a final
dehydration in propylene oxide. Samples were then embedded in Epon 812 resin.
Ultrathin sections were stained with uranyl acetate and lead citrate, and then
analyzed by optical and transmission electronic microscopy (Hitachi H7000

transmission electron microscope, Tokyo, Japan).?*

Tumor induction and treatment

Female C57BL/6 mice (Scientific Instrumentation Center, University of
Granada) were used in the in vivo study. All mice (body weight: 25-30 g) were
maintained in a laminar airflow cabinet placed in a room maintained at
37.0°C£0.5°C and 40%-70% telative humidity, with a 12-hour light/dark cycle
under specific pathogen-free conditions. The study was approved by the Ethics
Committee of the School of Medicine (University of Granada) and performed

according to its guidelines. Pilot experiments were previously conducted to
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determine the number of malignant cells for subcutaneous injection. After that,
tumors were induced by subcutaneous injection of 5X105 E0771 cells into the left
flanks of C57BL/6 mice. When the tumor was palpable, animals were randomly
divided into four groups (n=10) corresponding to the treatments with saline
solution (group I), free DOX solution (group II), blank PBCA NPs (with no DOX
loading) (group III), and DOX-loaded PBCA NPs (group IV). The doses of DOX
administered were 10 mg/kg of body mass in all of the formulations containing the
antitumor drug. Fach mouse was intravenously administered the formulation every
3 days up to a total number of 5 times. Weights and deaths were carefully recorded
throughout the period, and the tumors’ largest diameter a plus the second largest
diameter b perpendicular to a was measured using a digital calliper. The tumor

volume (V, mm3) was calculated as follows:

. 2.
v () =22 )
Statistical analysis

Statistical analysis was performed by using the Student’s t-test (SPSS version
7.5, SPSS, Chicago, IL, USA). Data with P<0.05 and P<0.001 were considered
significant and very significant, respectively. A Kaplan—Meier method was used to
determine the probability of mice survival, and the log-rank test was used to

compare the fraction of surviving mice between groups («=0.05).

Results

Particle geometry and surface electrical properties

The synthesis of PBCA NPs following an emulsion/polymetization method
allowed, in agreement with previous studies, the formation of highly stabile
spherical particles with a narrow colloidal size distribution (average diameter of

135220 nm with a polydispersity index of 0.071, Figure 1A); as such, they are well
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suited to parenteral administration.?>?> DOX loading did not influence either the
NP geometry or the quality of the nanoparticulate suspensions. Finally, PCS
measurements after 1 month of storage at 4.0°C%0.5°C in water confirmed that the
size of the particles did not change. In addition, there was no observation of the
formation of bulky sediments or aggregates, NP aggregation or DOX precipitation,
and/or release during this time period. Therefore, if the (nano-)preparations were
not used directly once prepared, they were kept under these storage conditions until
used. Finally, the electrokinetic characterization of the PBCA NPs (=0.1%, w/v
aqueous suspension) ({=-3.6£0.2 mV, at pH 4, 25.0°C£0.5°C and 10-3 M KNO3)
was in agreement with previous electrophoretic studies on PBCA NPs in which a

negative surface charge was observed at pHs =3.26

Doxorubicin loading to poly(butylcyanoacrylate) nanoparticles

We first investigated the influence of the drug-loading procedure on the
quantity of DOX incorporated by the PBCA NPs: drug entrapment within the
PBCA (nano-)matrix, and DOX surface adsorption onto previously synthesized
PBCA NPs (see above). Interestingly, compared with DOX adsorption onto the NP
surfaces, both the entrapment efficiency (%) and the drug loading (%) were
significantly enhanced when DOX was entrapped within the NP matrices,
independent of the initial DOX concentration. For instance, when the initial drug
concentration was 0.01 M, these parameters, respectively, increased from
22.3%12.4% and 3.6%%0.4%, when DOX was adsorbed onto the NP sutface, to
49.3%+%3.1% and 14.8%%0.9%, when the drug was entrapped within the NP
network (Figure 1B and C). Finally, drug concentration positively influenced DOX
incorporation to the PBCA NPs, for both of the drug-loading procedures employed
(entrapment and surface adsorption). In the case of the adsorption method, over the
range of initial DOX concentrations from 10> to 102 M, the entrapment efficiency
and drug loading values increased from 3.4%%0.8% and 0.006%%£0.001% up to
22.3%7%2.4% and 3.6%%*0.4%, respectively. For the entrapment technique, the
corresponding values rose from 7.2%7%1.1% and 0.022%*0.001% to 49.3%%3.1%
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and 14.8%%0.9%, respectively, over the same initial DOX concentration range (10->

to 102 M). In any case, a tendency toward saturation at higher concentrations was

apparent (Figure 1B).

Doxorubicin release from poly(butylcyanoacrylate) nanoparticles

DOX release from PBCA NPs at pH 7.4 and 37.0°C showed a biphasic,
sustained process that was characterized by an initial rapid, burst phase (up to =37%
and =064% drug released in 1 hour for the cases of DOX entrapment within NPs
and surface adsorption onto NPs, respectively), followed by a more sustained
release of the remaining DOX molecules over a period of 23 hours for DOX
entrapment and 5 hours for surface adsorption (Figure 1D). Taking our results into
consideration, we decided to perform all in vitro and in vivo antitumor studies using
the PBCA NPs that had the highest DOX entrapment efficiency (ie, =49%, Figure
1B) and that were characterized by a sustained drug release profile (Figure 1D):
therefore, we used DOX-loaded NPs that were synthesized by the entrapment

procedure using a fixed initial drug concentration of 0.01 M.

Cytotoxicity of doxorubicin-loaded poly(butylcyanoacrylate) nanoparticles

Before the antitumor tests, the toxicity of blank PBCA NPs (with no DOX
loading) was investigated in MCF-7 and E0771 cells. No significant differences were
observed between the negative control and the cells exposed to increasing
concentrations of PBCA NPs (Figure 2).

Thus, the lack of cytotoxicity of the PBCA NPs alone meant they could
safely be used as drug carriers. On the other hand, the cytotoxicity of DOX-loaded
PBCA NPs against MCF-7 breast carcinoma cells (ICso: 0.5 uM) was significantly
greater than that of free DOX (ICsp: 2 uM) (P<0.001) after 8 hours of incubation.
This difference between the ICso of DOX-loaded PBCA NPs and free DOX could
still be observed after 48 hours of incubation (Figure 3A). In addition, the ICso of

DOX-loadedPBCA NPs in E0771 cells was significantly lower than the ICso of the
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free antitumor drug (P<0.05). DOX loaded within PBCA NPs yielded an 1Cso (0.2
uM) 15 times lower than that of free DOX (ICsp: 3 uM) after 8 hours of exposure
and 21.7 times lower (0.06 uM) after 48 hours of exposure (free DOX ICso: 1.3 uM)
(Figure 3B).
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Figure 2 In vitro cytotoxicity of PBCA NPs in MCF-7 and E0771 cell lines.

Notes: Growth of MCF-7 and E0771 cells was evaluated after 48 h of exposure to a wide range of
PBCA NP concentrations (0.1-5.0 pM). Data represented as the mean value = SD of quadruplicate
cultures.

Abbreviations: PBCA NPs, poly(butylcyanoacrylate) nanoparticles; SD, standard deviation; h,

hours; NPs, nanoparticles.

Distribution of doxorubicin-loaded poly(butylcyanoacrylate) nanoparticles

MCF-7 and E0771 cell lines treated with DOX-loaded PBCA NPs and free
DOX at different times and concentrations were visualized by fluorescence
microscopy. At any given moment, DOX-loaded PBCA NPs induced a more
intense fluorescence (in both cytoplasm and nucleus) than free DOX, suggesting a
greater DOX uptake by malignant cells (incorporation into the nucleus) when drug
molecules were loaded within/onto NPs (Figure 4). Both cell lines were

characterized by a similar drug incorporation and intracellular drug localization.
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Figure 3 In vitro cytotoxicity of DOX-loaded PBCA NPs in MCF-7 (A) and E0771 (B) cells.
Growth inhibition was evaluated after 8, 24, and 48 h exposure to DOX-loaded PBCA NPs in
comparison with free DOX. The percentage of survival was determined by normalizing the
absorbance of controls to 100%. Data represented as the mean value = SD of quadruplicate
cultures.

Abbreviations: DOX, doxorubicin; PBCA NPs, poly(butylcyanoactylate) nanoparticles; DOX-
NPs, DOX-loaded PBCA NPs; RGR, relative growth rates; SD, standard deviation; h, hours.
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Figure 4 Fluorescence microscopy analysis of the intracellular presence of DOX in MCF-7 (A) and

E0771 (B) cells.

Notes: Fluorescence studies showed that the accumulation of intracellular DOX in cells treated
with DOX-loaded PBCA NPs was always greater than intracellular DOX accumulation in cells
treated with free DOX. The images are representative of treatment with the highest and lowest
concentrations of free DOX (a, b, ¢) and DOX-loaded PBCA NPs (a', b', ¢'): a and a', 43.1 uM
for 1 h;b and b', 10 uM for 1 h; c and c', 10 uM for 24 h. All images are at a 40X magnification.
Abbreviations: DOX, doxorubicin; PBCA NPs, poly(butylcyanoacrylate) nanoparticles; h, hours;
DAPI, 2-(4-Amidinophenyl)-6-indolecarbamidine dihydrochloride.
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FACScan analysis of doxorubicin location inside cells

To evaluate drug accumulation inside the malignant cells, we conducted a
fluorocytometric analysis during the first hours of the treatment (Figure 5). When
MCF-7 cells were incubated with high doses of DOX-loaded NPs for 0.5, 1, 1.5, 2,
and 4 hours, relative increases in fluorescence were observed (51.9%, 42.7%, 50.6%,
33.1%, and 34.2%, respectively) in comparison with tumor cells treated with free
DOX (Figure 5A). Qualitatively, similar results were obtained for E0771 cells when
comparing DOX-loaded NPs and free DOX, where the relative increases in
fluorescence after the same periods of exposure were 53.0%, 29.4%, 26.7%, 35.8%,
and 15.5%, respectively (Figure 5B). This finding could be the consequence of a
greater and more rapid DOX uptake when the drug is encapsulated within the
PBCA NPs. As a result, a higher DOX concentration within the cell nucleus was

maintained at all times.

Ultrastructural changes in breast cancer cells treated with doxorubicin-

loaded poly(butylcyanoacrylate) nanoparticles

MCF-7 cells were assessed using transmission electron microscopy to
determine the nature of any ultrastructural changes. As shown in Figure 6, treatment
with both free DOX and DOX-loaded PBCA NPs caused dramatic changes in the
cell nucleus after 4 hours of exposure to the drug. However, only DOX-loaded
PBCA NPs induced significant nuclear alterations even after just 1 hour of
exposure. In addition, MCF-7 cells treated with DOX-loaded NPs showed higher
levels of mitochondrial damage compared with cells treated with free DOX for the
same period and at the same concentration. Finally, neither of the treatments

induced significant differences in other cytoplasm structures.
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Figure 5 Fluorocytometric analysis of the intracellular presence of DOX in MCF-7 (A) and E0771
(B) cells.

Notes: Representative image of the FACS can analysis and mean values of untreated cells and cells
treated with free DOX and DOX-loaded PBCA NPs (DOX-NPs) at the highest concentration
(43.1 uM) over a 4 h period.

Abbreviations: DOX, doxorubicin; PBCA NPs, poly(butylcyanoacrylate) nanoparticles; h, hours.
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Figure 6 Ultrastructural analysis of MCF-7 cells.

Notes: MCF-7 parental cells showed a large nucleus and a light cytoplasmic complexion containing
well-preserved organelles including mitochondria (A). Treatment with free DOX (43.1 uM for 1
hour) induced nuclear alteration (arrows) (B). However, exposure of MCF-7 to DOX-loaded PBCA
NPs at the same concentration and for the same time period resulted in major damage to the nuclei
and produced a large number of altered mitochondria with disrupted cristae (arrows) (C and D). All
images are at a 2,000X magnification.

Abbreviations: DOX, doxorubicin; PBCA NPs, poly(butylcyanoacrylate) nanoparticles.

In vivo breast cancer growth suppression and mice survival

The potential of DOX-loaded PBCA NPs to improve in vivo tumor cell
death rates was evaluated wusing subcutaneous EO0117 tumor-bearing
immunocompetent C57BL/6 mice. The intravenous administration of DOX-loaded
NPs was able to induce a significant inhibition of tumor growth (Figure 7). In fact,
tumor volumes of mice treated with DOX-loaded NPs were significantly smaller

than those of control mice (P<0.01). At the end of the in vivo study (day 33), tumor
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growth was inhibited by up to 40% in mice treated with DOX-loaded NPs
compared with mice treated with free DOX. The intravenous injection of blank
NPs did not influence the typical growth of untreated control tumors.

On the other hand, both treatments (free DOX and DOX-loaded NPs)
permitted a greater survival in comparison with the control group and the blank
NPs group. The Kaplan—Meier curve also showed a 0.2-fold increase in the fraction
of surviving mice when treated with DOX-loaded NPs in comparison with mice
treated with free DOX (Figure 8). However, this increase was not significant

according to the log-rank test.
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Figure 7 Effect of DOX-loaded PBCA NPs on the growth of subcutaneous tumors induced by
E0771 murine breast cancer cells in immunocompetent C57BL/6 mice.

Notes: (A) Tumor volume variation after treatments. The DOX-loaded PBCA NPs demonstrated
a significant increase in tumor inhibition (*P<0.01, compared with the control and blank NPs;
**P<0.05, compared with free DOX). Data represented as the mean * SE M (n=10). (B)
Representative gross appearance of tumors excised from mice that died during treatment with
DOX and with DOX-loaded NPs after 9, 24, and 33 d plus tumors taken from untreated mice after
the same time intervals.

Abbreviations: DOX, doxorubicin; PBCA NPs, poly(butylcyanoacrylate) nanoparticles; SE M,
standard error of the mean; DOX-NPs, DOX-loaded PBCA NPs; PBCA, poly(butylcyanoacrylate);

NPs, nanoparticles.
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Figure 8 Kaplan—Meier curves of mice bearing subcutaneous breast tumors.
Notes: Data were analyzed according to the mice survival in each group (n=10). Comparison
between treatment groups was performed with the use of the log-rank test (P<0.05).

Abbreviations: DOX, doxorubicin; DOX-NPs, DOX-loaded PBCA NPs; NP, nanoparticle.

In vivo toxicity

Body weight of the mice was monitored as a clinical sign of the in vivo
toxicity of the treatment. According to Figure 9, mice treated with blank NPs
showed neither increased mortality nor noticeable losses of body weight compared
with the controls. In contrast, mice treated with free DOX and DOX-loaded PBCA
NPs showed a significant loss in body weight compared with the controls
(P<0.001). Interestingly, during the treatment administration period (15 days), the
weight loss was statistically lower (P<0.001) in mice treated with DOX-loaded
PBCA NPs than in those treated with free DOX, suggesting that NPs decreased
drug toxicity. After withdrawing the treatment, both groups recovered their body

weight, resulting in similar values at the end of the experiment (33 days).
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Figure 9 Evolution of body weight of immunocompetent C57BL/6 mice during and after
treatment.

Notes: Weight of mice was measured every 3 d. During and after treatment, treatment with blank
NPs did not induce significant weight losses compared with the controls. In contrast, treatment
with free DOX and DOX-loaded PBCA NPs always induced a significant mouse body weight loss
with respect to the controls (P<0.001). However, the loss induced by treatment with DOX-loaded
PBCA NPs was significantly lower (*P<0.001) than the loss caused by free DOX. Data represented
as the mean value £ SD (n=10).

Abbreviations: DOX, doxorubicin; PBCA NPs, poly(butylcyanoacrylate) nanoparticles; d, days;
SD, standard deviation; DOX-NPs, DOX-loaded PBCA NPs.

Discussion

In the present study, we reported a DOX-loaded PBCA nanoparticulate
system that demonstrated significantly more in vitro activity against breast cancer
tumor cells than the free antitumor drug, doxorubicin, inducing a 40% relative
decrease in in vivo tumor growth when administered intravenously. Furthermore,
the polymeric nanocarrier was able to reduce systemic toxicity, at least throughout
the duration of the treatment. These results suggest that PBCA NPs may improve

the efficacy of DOX therapies against advanced breast cancers.
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We have developed a reproducible synthesis procedure for the formulation
of DOX-loaded PBCA NPs to target breast cancer cells. The synthesis methodology
is based on the emulsion/polymerization of butylcyanoacrylate monomer in an
aqueous solution.!819 The procedure afforded the synthesis of spherical, stable
DOX-loaded NPs with a number average diameter <160 nm (Figure 1A). These
relatively small particles are expected to facilitate the uptake and accumulation of
DOX by and within malignant cells. In fact, it has been stated that drug carriers
ranging from 100 to 200 nm in size enter cancer cells by receptor-mediated
endocytosis.?’” The optimum synthesis conditions were taken as those that yielded
the highest drug entrapment efficiencies and drug loading values (Figure 1B and C).
In detail, the drug entrapment procedure yielded the best DOX loading values, as is
generally the case when drug molecules are added to the cyanoacrylate monomer
solution before NP formation. This is probably due to the difficulty experienced by
the antitumor drug in breaking away from the growing polymeric (nano-)network
once it is entrapped within it.!” In addition, a strong interaction between DOX
molecules and the growing PBCA network has previously been described during
emulsion/polymerization synthesis, a consequence of hydrogen bond formation
between the drug’s ammonium groups and the PBCA’s cyano groups.?8

Despite the fact that an attractive electrostatic interaction may exist between
the positively charged drug molecules and the negatively charged polymeric surface,
DOX loading values (%) for the surface adsorption method can be considered
relatively low (<4%) (Figure 1C).2%30 In fact, the approximation of this hydrophilic
chemotherapy agent from the aqueous phase to the hydrophobic NP surface is
expected to be thermodynamically unfavorable (when considering the decimal
logarithm of the partitioning coefficient at pH 5.8 in an n-octanol/water system
[logl0Doct/water] =-0.45).2631

Regarding the initial drug concentration, a positive effect on drug
vehiculization was observed upon increasing [DOX] in the aqueous solution, as has
been reported previously with other drugs.'®2> We did not investigate the influence
of either monomer or stabilizing agent concentrations on drug entrapment because

no relevant effect had previously been reported.??2532.33
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With respect to previously published investigations into the development of
DOX-loaded poly(alkylcyanoacrylate) NPs, although it has been demonstrated that
80% of the drug used in DOX loading experiments can be associated with the NPs,
the mean particle size of these nanoformulations (ie, 270+30 nm) is greater than the
one obtained when following the synthesis described in this contribution (e,
135120 nm).8 Thus, a more favorable biological fate of the targeted drug-delivery
system can be expected for the case of the nanoformulation developed by our
research group.

DOX release from PBCA NPs at pH 7.4 and 37°C exhibited a biphasic,
sustained profile (Figure 1D), characteristic of this polymer family, which could be a
consequence of NP disintegration via surface erosion, drug diffusion through the
polymeric matrix, or both.1%:223435 More specifically, the rapid drug release during
the first phase could be due to the loss of DOX—molecules that are surface
associated and/or pootly entrapped (only adsorbed to the sutface pores). These
molecules rapidly diffused into the incubation medium. On the contrary, DOX
release during the slower second phase may correspond to the fraction of the drug
that is embedded deeply within the PBCA (nano-)matrix and that must follow a
longer diffusion path before release into the surrounding medium. Finally, the faster
release of DOX that occurs when the drug is adsorbed onto the NP surface may
well be due to the weak physisorption of the hydrophilic drug onto the hydrophobic
PBCA surface.

In order to define the antitumor activity of DOX-loaded PBCA NPs, they
were tested in human MCF-7 and mouse E0771 breast cancer cell lines. No toxicity
has been reported for the PBCA NPs, thus indicating that they provide a safe
method for transporting biomolecules within living systems, and that any cytotoxic
effects were only due to the loaded drug molecules. Interestingly, DOX-loaded
PBCA NPs induced a greater inhibition of cell proliferation than free DOX in both
cell lines, and in only a very short exposure time (8 h). After 48 hours, DOX-loaded
NPs induced a significant decrease of the ICso in MCF-7 and EO0771 cells in
comparison with free DOX. To date, no significant increase in the antitumor DOX

activity using poly(alkylcyanoacrylate) NPs has been described. Previously, DOX-
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loaded poly(isohexylcyanoacrylate) (PIHCA) NPs demonstrated some benefit in
terms of cell cytotoxicity.?® Recently, Wohlfart et al¥738 reported a significant but
lesser increase in DOX activity in 101/8 rat glioblastoma cells using DOX-loaded
PIHCA NPs. Duan et al® also demonstrated a significant decrease in the I1Csp of
DOX-loaded PBCA NPs in relation to free DOX, but only when the NPs were
surface modified with folic acid. The same authors demonstrated a reduction in the
viability of MCF-7 cells using DOX-cyanoacrylate, thanks to the down-regulation of
P-glycoprotein and to the coadministration of curcumin.*? Although the cytotoxicity
of anthracyclines has been observed to increase when entrapped within PBCA NPs,
the mechanism of modulation of this drug activity has not yet been determined.
One possibility is the use of surfactants that can act upon resistant mechanisms or
enhance the plasma membrane permeability.#1:4? In fact, it has been proposed that
the presence of Pluronic® F-68 (Sigma-Aldrich) (a nonionic surfactant), which was
used to synthesize the DOX-loaded PBCA NPs in the present study, may lead to an
increased cytotoxicity. 34+

Fluorescence microscopy and flow cytometry analysis were employed in an
attempt to explain the enhancement of DOX cytotoxicity when the drug was
incorporated within/on the sutface of PBCA NPs. A greater DOX concentration
was observed within malignant cells compared with the use of free DOX, thus
suggesting that the NPs can improve drug incorporation into the cells. In fact,
different intracellular concentrations and locations (nucleus or cytoplasm) have been
reported when DOX is loaded within/on the surface of the NPs compared with the
concentrations attained when using free DOX this has been attributed to a simple
diffusion or endocytosis process.#* Free DOX and DOX-loaded NPs
predominantly situated themselves within the nucleus of both MCFEF7 and E0771
cells. However, when the antitumor drug was loaded in NPs, DOX also
accumulated in the cytoplasm after a short period of exposure. Reasons justifying
the different DOX accumulation profiles inside malignant cells are lacking. Some
authors have hypothesized that the presence of surfactants (eg, Pluronic® F-68,
Sigma-Aldrich) could alter the membrane transport proteins, thus enhancing drug

entry into tumor cells.¥* Whatever the reason, the higher DOX concentration
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inside MCF-7 cells (when it is delivered via loaded NPs) could explain the
significant mitochondrial damage and nuclear alterations observed through
transmission electron microscopy. In fact, morphological and ultrastructural
changes caused by DOX in H9C2 rat myoblast cells (chromatin clumping, swollen
mitochondria, disruption of the nuclear membrane structure, and cytoplasm
vacuolization) were directly associated with the drug concentration.” The actual
mechanism(s) that results in the significantly higher cytotoxicity of DOX-loaded
PBCA NPs against MCF-7 and E0771 cells compared with the cytotoxicity of free
DOX is not clear. It is known that, whereas the free drug enters cells by simple
diffusion, drug-loaded NPs may provide a different cell entry mechanism such as
endocytosis, pinocytosis, or phagocytosis, which is still under discussion.*®4 It has
been suggested that drug-loaded NPs are too large to pass through both the plasma
and nuclear membranes. Thus, the presence of the drug within the cell nucleus must
occur only once it has been released from inside the NPs.>0>! The significant
decrease in DOX ICsp values in our cell lines after treatment with DOX-loaded
PBCA NPs could be explained by the greater degree of drug incorporation into the
cell when the NP biodegrades in the endosome and releases the DOX before finally
reaching the nucleus.>!>?

On the other hand, when DOX-loaded PBCA NPs wetre administered to
tumor-bearing mice, a significantly greater inhibition of tumor growth (40%) was
obtained in comparison with free DOX. This observation represents a substantial
improvement in drug activity against breast cancer tumors. Our results
demonstrated a similar or greater breast cancer growth inhibition when compared
with the literature.>->> In the latter case, for example, a triblock N-(2-
hydroxypropyl)methacrylamide (HPMA) copolymer loaded with DOX molecules
has demonstrated a 26-fold increase in the ICso of the drug against 4T1 mammary
carcinoma cells, but a mere 21.4% tumor growth inhibition compared with the free
drug.> The in vivo results reported here for DOX-loaded PBCA NPs can be
directly related to the greater in vitro effect of DOX-loaded NPs. However, the use
of NPs by itself could increase the concentration of drug inside the tumor tissue,

where an enhanced permeability and retention (EPR) effect and a low lymphatic

127



Capitulo 1. Vehiculizacion de doxorrubicina Material, métodos y resultados

macromolecular clearance exist.’” Furthermore, one of our main findings was the
lower toxicity induced by the DOX-loaded PBCA NP treatment in relation to
treatment with free DOX. Following the work of Yang et al>* who reduced DOX
toxicity using a block copolymer DOX conjugate, we assessed the fluctuation of
mice body weight to determine the toxicity of the in vivo treatment. Our results
showed a similar weight evolution for both untreated mice and mice treated with
blank NPs. In contrast, a 15-day treatment with DOX-loaded PBCA NPs resulted
in the DOX causing a significant body weight loss in relation to the controls.
Interestingly, this weight loss of body mass was statistically lower (P<0.01) with
DOX-loaded PBCA NPs than free DOX, suggesting that loading DOX
within/onto NPs decreased its toxicity. After withdrawing the treatment, body
weight was recovered by both groups, being similar at the end of the experiment (33
days). In contrast, others’ studies showed no significant differences in mice body
weight between treatments with DOX-loaded PBCA NPs and those employing free
DOX, although for the case in reference both treatments were assayed in
intracranial gliomas.>® However, despite the positive results obtained in terms of
reducing tumor growth and drug toxicity, the treatment schedule described here was
not enough to ensure a clear and significant modulation in mouse survival —
probably related to the relatively short treatment period. Nevertheless, the increased
antitumor activity of DOX against breast cancer cells when loaded within/onto
PBCA NPs could be used to reduce the therapeutic dose of the drug as part of a
strategy to limit its side effects.

Certainly, other nanosystems for DOX release such as lipid vesicles or
liposomes with a high biodegradability and biocompatibility also offer advantages in
breast cancer treatment.> Strategies that include targeting ligands on DOX-loaded
lipid vesicles, which are accessible by tumor acidification, have allowed the release
of drugs after NP endocytosis. This system increased the percentage of in vitro cell
death by almost threefold.®® In addition, in murine xenograft models, lipid vesicles
with DOX-loaded pH-triggered anti-HER2/neu cells showed a greater reduction in
tumor volume compared with FDA-approved DOX-loaded vesicles.®! However, the

clinical application of lipid vesicles or liposomes requires optimization in terms of
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both size and surface to resolve some of their disadvantages, such as their rapid
renal clearance, recognition by the reticuloendothelial system, or low penetration in
tumors. By contrast, polymeric NPs similar to those used here have already
demonstrated a homogeneous size, a greater ability to solubilize hydrophobic drugs,
a sustained release of the drug plus highly stable and customizable physicochemical
properties, which means they will be accepted for clinical use in the near future.%
Further assays involving both NP types will be necessary to obtain a quantitative

improvement in the response of breast cancer patients.

Conclusion

We have reported the optimal preparation conditions required to synthesize
DOX-loaded PBCA NPs suitable for parenteral administration. Compared with
surface adsorption, DOX incorporation within the NP matrix during the
polymerization process has led to greater drug loading values and a slower drug
release profile. The preclinical in vitro results described here have demonstrated the
efficacy of DOX-loaded NPs against human and mouse breast carcinoma cells,
given the important reduction of the IC50. In vivo studies have shown that DOX-
loaded NPs can induce a significant inhibition of tumor growth and that the use of
PBCA NPs reduces DOX toxicity. These results suggest that PBCA NPs may be
used to improve the efficacy of DOX therapies against advanced breast cancers.
The greater antitumor activity of DOX-loaded PBCA NPs could be used to reduce
the dose of DOX needed to obtain an adequate antitumor effect but with almost

negligible toxicity.
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Abstract

Doxorubicin (Dox) is widely used for the combined chemotherapy of solid
tumors. However, the use of these drug associations in lung cancer has low
antitumor efficacy. To improve its efficacious delivery and activity in lung
adenocarcinoma cells, we developed a biodegradable and noncytotoxic
nanoplatform based on biodegradable poly(butylcyanoacrylate) (PBCA). The
reproducible formulation method was based on an anionic polymerization process
of the PBCA monomer, with the antitumor drug being entrapped within the
nanoparticle (NP) matrix during its formation. Improved drug-entrapment
efficiencies and sustained (biphasic) drug-release properties were made possible by
taking advantage of the synthesis conditions (drug, monomer, and surfactant-agent
concentrations). Dox-loaded NPs significantly enhanced cellular uptake of the drug
in the A549 and LL/2 lung cancer cell lines, leading to a significant improvement of
the drug’s antitumoral activity. In vivo studies demonstrated that Dox-loaded NPs
clearly reduced tumor volumes and increased mouse-survival rates compared to the
free drug. These results demonstrated that PBCA NPs may be used to optimize the
antitumor activity of Dox, thus exhibiting a potential application in chemotherapy

against lung adenocarcinoma.

Keywords

Lung cancer, cancer chemotherapy, PBCA, polymeric nanoparticles, drug

cartiet.
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Introduction

Lung cancer is the second-most commonly diagnosed cancer in both men
and women, representing ~14% of all newly diagnosed cancers, the most frequent
subtype being non-small-cell lung cancer (90%). Unfortunately, more than 70% of
lung cancer patients have already developed locally advanced or metastatic disease
(in the liver, brain, adrenals, kidneys, bones, and pleura, among other sites) by the
time they are diagnosed, and less than 16% have a 5-year survival rate.! Although in
these advanced stages, first-line chemotherapy treatment involves cisplatin and
carboplatin, other associated chemotherapy drugs (paclitaxel, docetaxel, irinotecan,
topotecan, and gemcitabine) are often used, with doxorubicin (Dox) being among
the most effective.? Despite good patient-survival rates from these combination-
chemotherapy treatments, drug resistance and drug-related toxicity severely limit
clinical outcomes.>* Therefore, strategies that decrease both drug toxicity and
resistance may significantly improve lung cancer response to current drug
associations. Interestingly, it has recently been demonstrated that the use of
nanocarriers for Dox associations improves its antitumoral activity in lung cancer.

More specifically, the antineoplastic drug Dox is a member of the family of
antibiotic anthracyclines that exhibits a broad spectrum of antitumoral activity. It is
used in the treatment of a large number of tumors because of its significant benefits.
In fact, Dox can inhibit the signaling pathway of TGF-1, the upregulation of which
has been associated with the development of metastasis, in both lung
adenocarcinoma and breast cancer.? Unfortunately, its clinical use is restricted due
to problems, including 1) its poor target selectivity and rapid clearance from the
body, 2) its severe (dose-limiting) toxicity (ie, myelosuppression, cardiotoxicity, and
nephrotoxicity), and 3) resistance mechanisms developed by malignant cells (Dox is
a substrate for multidrug-resistant proteins, inducing the inactivity of the drug, eg,
P-glycoprotein is a membrane protein that acts as an ATP-dependent flux pump
reducing Dox concentrations in tumor cells).!%-12 In this context, many nanocarriers
(eg, solid polymer—lipid hybrids and chitosan-based nanoplatforms) have been

proposed to overcome these challenges and maximize the clinical efficacy of
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Dox.>13  Poly(alkylcyanoacrylate) nanoplatforms have demonstrated good
vehiculization capabilities for antitumor drugs and the potential to optimize both in
vitro and in vivo antitumoral effects.!*1¢ For instance, surfactant-coated
poly(butylcyanoacrylate) (PBCA) nanoparticles (NPs) loaded with epirubicin and
etoposide have demonstrated greater cytotoxicity against A549 human lung
adenocarcinoma cells.!”.!8 Interestingly, it has been hypothesized that PBCA NPs
could overcome the P-glycoprotein-related cellular mechanism of multidrug
resistance.'* This effect helps to enhance the activity of the drug against tumoral
cells, and has also been described for other NPs, such as micelles, liposomes, solid
lipid NPs, and dendrimers.!%20 Finally, PBCA NPs may transport drugs across the
blood—brain barrier to the brain.?! These results support the idea that PBCA NPs
are a good candidate for drug loading, including Dox against tumor cells.

For this study, we developed a reproducible synthesis method for preparing
Dox-loaded PBCA NPs by modifying formulation conditions (drug, monomer, and
surfactant-agent concentrations) in order to assure maximum drug-loading
efficiencies and a sustained drug-release profile. We demonstrated that PBCA NPs
do not exhibit any cytotoxicity on their own, and we were able to enhance, both in
vitro and in vivo, the antitumoral effect of Dox against A549 and LL/2 lung cancer
cells. We describe how the Dox-loaded NP system can significantly reduce the drug
dose necessary to induce in vitro tumor-cell death and a more effective in vivo
reduction in tumor volume than with the free drug. Therefore, our (nano)-
formulation may be a candidate for minimizing the toxicity and improving the

effectiveness of Dox in patients with advanced lung cancer.

Materials and methods

Materials

All the chemicals were purchased from Sigma-Aldrich Co (St Louis, MO,

USA), with the exception of BCA (Henkel AG & Co KGaA, Diisseldorf, Germany)
and Dox hydrochloride (Dr M Damas, San Cecilio Hospital, Granada, Spain).
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Cell Iines

The human lung carcinoma cell line A549 and the mouse Lewis lung
carcinoma cell line L.LI./2 were obtained from the Scientific Instrumentation Center
(University of Granada, Granada, Spain) and the American Type Culture Collection,
respectively. They were maintained under culture conditions (37°C and a humidified
atmosphere of 5% COz in air) in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum and 1% of a mixture of

antibiotics (10,000 U/mL penicillin and 10 mg/mL streptomycin).

Preparation of poly(butylcyanoacrylate) nanoparticles

The polymeric NPs were synthesized by emulsion/polymerization of the
BCA monomer as described previously, with significant modifications.?? This
involved 0.3 mL of an acetonic solution of the monomer (1%, w/v) being added
dropwise to 3 mL of an aqueous solution containing 0.1 mN HCI and dextran 70
(0.5%, w/v) under mechanical stirring (3,000 rpm). Polymetization continued for 4
hours. Next, 3 uL. of 2 0.1 M NaOH solution was added to neutralize the medium,
ensuring the total consumption of the monomer. Finally, acetone was removed
from the NP dispersion through evaporation with a rotary evaporator (Rotavapor®,
Biichi Labortechnik AG, Flawil, Switzerland), and the NPs were cleaned by several
centrifuge cycles (10 minutes at 10,000 rpm, Centrikon T-124 high-speed centrifuge;
Kontron AG, Augsburg, Germany) until the conductivity of the supernatants was
#10 pS/cm.

Dox entrapment was done by incorporating adequate quantities of the drug
(up to 0.01 M) into the acetonic solution of the monomer, prior to starting the
formulation procedure (as described earlier). All steps of the NP synthesis were kept
unaltered. The effects on Dox entrapment of the dextran-70 concentration in the
aqueous phase and BCA monomer in the organic solution were evaluated by varying

these concentrations from 0 to 1% (w/v) and between 0.5 and 3% (w/v),
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respectively. The production performance (yield, %) of each of the preparation

conditions was determined:

Amount of NPs

] loaded with drug
Yield (%) = _ , x100
Sum of materials used in the

synthesis of these NPs (1)

The nanoformulations were prepared under aseptic conditions in a sterile
laminar flow hood, and care was taken to avoid environmental contamination of the

samples during manufacture and prior to injection into animals.
Particle size and surface electrical properties

Mean diameters of the blank (Dox-unloaded) PBCA NPs and the Dox-
loaded PBCA NPs were measured in sextuplicate at 25.0°C+0.5°C by photon
correlation spectroscopy (Autosizer 4700 with the scattering angle set at 60°;
Malvern Instruments Ltd, Malvern, UK). Dilutions of the aqueous NP dispersions
(~0.1%, w/v) were made before the determinations. Particle size was also
determined after 2 months of storage in water at 4.0°C£0.5°C to evaluate NP
stability.

Surface electrical properties of both blank and drug-loaded NPs (~0.1%,
w/v) were determined by electrophoresis at 25.0°C+0.5°C  (Zetasizer 2000
electrophoresis device; Malvern Instruments). These measurements were made after
the NPs had been in contact with water for 24 hours (at pH 5 and 1 mM KCI)
under mechanical stirring (50 rpm) at the same temperature. The O’Brien and White
theory was used to transform the electrophoretic mobility (ue) data into {-potential
values.?> Such electrokinetic characterization was expected to contribute to
elucidation of the type of Dox loading in the NPs: entrapment into the matrix, or

adsorption onto the particle surface.
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Dox-loading and -release determinations

Ultraviolet-visible ~ (UV-vis)  absorption  analysis (8500  UV-vis
spectrophotometer; Dinko Instruments, Barcelona, Spain) was performed in
quadruplicate at 481 nm to determine Dox concentration in the NP samples, ie,
supernatants obtained by filtration of aliquots of the NP dispersions through a
membrane filter (pore size 0.1 pm). The supernatant produced under the conditions
of drug-loading and -release experiments, but without the drug, was used as a blank
to remove others sources of variation in determining Dox concentrations, ie,
products of polymer degradation.?* No Dox adsorption onto the filter membrane
was detected spectrophotometrically. Reproducibility and good linearity, precision,

and accuracy of the determinations were assured in all the conditions tested.

Drug-entrapment efficiency (%) and drug-loading (%) values were calculated:

Mass of drug

Drug-entrapment incorporated (mg) 100
efficiency (%) Initial drug added to the
medium (mg) @)

Mass of drug incorporated

in the NP matri
Drug loading (%) = — e NP mawix (mg)
Mass of drug loaded

polymeric NPs (mg)

(3)

Dox-release experiments were based on the dialysis-bag method. The
experiments were carried out in quadruplicate with the Dox-loaded PBCA NPs
characterized by greater drug-entrapment efficiency (~80%, for those prepared with
a 0.01 M drug concentration, 1% (w/v) monomer concentration, and 1% (w/v)
dextran-70 concentration; Table 1). We used phosphate-buffered saline (PBS; pH
7.4) or pH 5.0 maintained at 37.0°C%0.5°C as the receiving phase. The bags were
soaked in PBS for 12 hours, and then 1 mL of a Dox-loaded NP dispersion (4

mg/mL of drug) was added; the ends were closed with clamps. NPs were retained in

145



Capitulo 1. Vehiculizacion de doxorrubicina Material, métodos y resultados

the dialysis bag (2,000 Da cutoff; Spectra/Por® 6 dialysis membrane tubing;
Spectrum Laboratories Inc, Rancho Dominguez, CA, USA), whereas Dox was able
to diffuse into the receiving medium. After that, the bags were brought into contact
under stirring (200 rpm) with 0.05 L of the receiving phase (pH 7.4 or 5.0) in a
conical flask over different time periods (0.25, 0.5, 0.75, 1, 3, 6, 9, 12, 18, and 24
hours). Then, 2 mL of the receiving medium were measured using UV-vis
spectrophotometric analysis. The sample obtained was replaced into the release

phase with an equal volume of release medium.

Table 1 Dox-entrapment efficiency in poly(butylcyanoacrylate) NPs

Dox Butylcyanoacrylate Dextran Size (nm) Dox-entrapment Production £ (mV)
M) (%, wiv) 70 (%, wiv) efficiency (%) performance (%)

0 I 0.5 73£12 - 9613 2345
10 I 0.5 68£15 4413 9542 2613
5x107 | 0.5 74+11 57+4 961 —24+4
1072 | 0.5 77+12 66+3 96+3 —-22+4
5¢107? | 05 83tl4 7414 97+l 2745
102 | 05 78+13 79+3 95+2 —25+6
102 | 0 Macroaggregates 3+ 2+| -23+4
102 I | 8115 7743 9742 2843
102 0.5 0.5 76+13 79+4 95+2 —23+6
102 2 0.5 77+14 78+4 97+1 —27+4
102 3 0.5 82+12 7712 9642 2645

Notes: Effect of the formulation conditions (Dox, butylcyanoacrylate monomer, and dextran-70
concentrations) for drug entrapment on particle size, Dox-entrapment efficiency (%), production
performance (yield, %), and {-potential (mV) values of the blank (Dox-unloaded) PBCA NPs and
the Dox-loaded PBCA NPs synthesized after drug dissolution in the organic phase. Dox
concentrations (M) incorporated into the acetonic solution of the monomer. Results expressed as
mean T SD of quadruplicate experiences.

Abbreviations: Dox, doxorubicin; NPs, nanoparticles; PBCA, poly(butylcyanoacrylate); SD,

standard deviation.

Proliferation assays with Dox and Dox-loaded PBCA NPs

Cultured cells were detached with a trypsin—ethylenediami-netetraacetic acid
(EDTA) solution (0.25%) and seeded into 24-well plates at a density of 15X103
A549 cells/well and 2X104 1.I./2 cells/well. After incubation for 24 hours under
culture conditions, the cells were treated with either free Dox (aqueous solution),

blank (Dox-unloaded) PBCA NPs, or Dox-loaded PBCA NPs in increasing drug-
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equivalent concentrations from 0.01 to 10 uM. After an incubation time of 48
hours, a modified sulforhodamine B (SRB) protocol was followed.?> The cells were
washed three times with PBS, and 300 pl. of 10% trichloroacetic acid was used to
fix the cells (20 minutes at 4°C). Then, the cells were washed three times with
distilled water and left to dry before 300 uL. of SRB was added again. Incubation
under mechanical stirring was continued for 20 minutes, and the excess SRB was
removed by the addition of a 1% acetic acid solution. Then, the cells were left to
dry. Finally, 200 pL of Trizma® (10 mM, pH 10.5; Sigma-Aldrich) was used for dye
resuspension. The optical density (OD) of SRB was measured at 492 nm (Titertek®
Multiskan colorimeter; Flow Laboratories Ltd, Oldham, UK) and analyzed with
Ascent software version 2.6 (Thermo Labsystems, Helsinki, Finland).

The percentage of relative proliferation (RP, %) was calculated:

RP (%) = OD of treated cells %100
OD of untreated cells @

FACScan flow cytometry and fluorescent microscopy

Plates of six wells were seeded with either A549 cells or LL/2 cells (15%X104
cells/well) in 2 mL of complete DMEM, and were maintained under culture
conditions for 24 hours. Then, the cells were incubated over 0.5, 1, 1.5, 2, and 4
hours with free Dox (aqueous solution) or Dox-loaded PBCA NPs at a drug-
equivalent concentration of 43.1 pM (high dose) to observe the -cellular
internalization. The cells were detached with the trypsin—EDTA solution (0.25%).
Data were collected using a FACSCanto 1I flow cytometer (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA) and analyzed using FACSDiva software (BD Biosciences). At these
contact times, the cells were further observed under a DM IL. LED fluorescence
microscope (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).

In addition, the localization of the Dox-loaded NPs in the A549 and 1.I./2
cells was investigated. The cells were seeded in eight-well chamber slides (BD

Biosciences) (5%X103 cells/well). After incubation for 24 hours, the cells were
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incubated for a further hour with either free Dox (aqueous solution) or Dox-loaded
PBCA NPs at drug-equivalent concentrations of 10 and 43.1 pM (high dose) to
observe cellular internalization. Then, the cells were fixed with a 4% formaldehyde
solution for 20 minutes and washed three times with PBS. After this, the samples
were prepared with a mounting medium containing 4',6-diamidino-2-phenylindole
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), prior to observation under the
Leica DM IL LED fluorescence microscope.

In vivo antitumoral activity

This study was approved by the ethics committee of the University of
Granada. Animals used in the in vivo study were manipulated in a temperature-
controlled room at 22°C approximately with a 12 hour light/dark cycle. C57BL/6
female mice (n=40, weight 18-20 g, age 6 weeks; Charles River Laboratories Inc,
Wilmington, MA, USA) were inoculated subcutaneously in the right hind flank with
200 pL of PBS containing 5X105 LL/2 cells. After 9 days, when tumors were
palpable, the mice were divided into four groups and treated every 3 days (over 39
days) with a total of five doses (equivalent drug concentration of 10 mg/kg) of
control (untreated mice), free Dox (aqueous solution), blank (Dox-unloaded) PBCA
NPs, or Dox-loaded PBCA NPs. At the end of the experiment, all surviving animals
were killed.

Prior to each injection, the mice were weighed and the tumor dimensions

measured with a digital caliper. Tumor volume (V, mm?) was then calculated:

a-b* =

V (mm?) =
6 5)

where a represents the longest length of the tumor and & is the longest line

perpendicular to a.
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Statistical analysis

Proliferation assays were performed in triplicate, and the data are expressed
as means T standard deviation. Differences between groups were compared using
Student’s t-test, with a significance level of 0.05 (x=0.05). Mouse survival was
determined by the Kaplan—Meier method, and the survival rates of the groups were
compared using the log-rank test (x=0.05). Statistical analysis was carried out with

SPSS version 15.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA).

Results

Nanoparticle engineering

Negatively charged and homogeneously sized Dox-loaded NPs (average
diameter ~75 nm, polydispersity index 0.064, { ~-25 mV) (Table 1) were prepared
by emulsion/polymetization.242627 The adequate stability of the NP aqueous
dispersions was evaluated after 2 months of storage at 4.0°C£0.5°C: under these
storage conditions, no aggregates or sediments were observed. In addition, the
surface electrical properties ({-values) remained unaltered.

It was found that higher Dox concentrations incorporated into the acetonic
solution of the monomer resulted in more drug being loaded into the NP system
(Table 1). For example, Dox-entrapment efficiency increased from 44%33% to
79%7%3% when the drug concentrations were raised from 10-4 to 0.01 M. However,
the use of dextran 70 (within the range of concentrations tested) only assured the
formation of homogeneously sized Dox-loaded NPs, without assisting in drug-
entrapment optimization (Table 1). In fact, the yield (%) of NP production (always
293% when dextran 70 was used) decreased to =4% in the absence of the
surfactant agent. Likewise, the concentration of BCA monomer did not contribute
to Dox-entrapment efficiency. Interestingly, the electrokinetic analysis of the NP
systems highlighted the great similarity between the (-values of the blank (drug-
unloaded) and drug-loaded NPs (Table 1), thereby proving that from an
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electrophoretic point of view, the blank and Dox-loaded NPs may be considered
identical. It could therefore be concluded that Dox molecules were efficaciously
entrapped into the polymeric matrix, rather than just adsorbed at the surface.
Finally, drug release from PBCA NPs (pH 7.4, 37°C) started with a fast-release
phase (~35% Dox release in 1 hour), followed by a sequential release phase that
ended after 23 hours (Figure 1). Interestingly, no significant differences were
observed when the Dox-release studies were accomplished at pH 5.0, which can be
probably ascribed to the stability of these polymeric matrices in both acidic and
neutral media.?82% In vitro and in vivo antitumor studies were performed using the
PBCA particles with the greatest Dox-entrapment efficiency, ie, ~80% (0.01 M Dox

concentration incorporated into the acetonic solution of the monomer, Table 1).

100 —_ﬁﬁﬁi

____—
80 /ﬁ%ﬁ

60 1

40

Dox release (%)

207

6o 5 10 15 20 25
Time (hours)

Figure 1 Release of previously entrapped Dox from PBCA NPs as a function of the incubation
time in PBS pH 7.4 (solid citcles) and pH 5.0 (open citcles) at 37°C.

Abbreviations: Dox, doxorubicin; PBCA, poly(butylcyanoacrylate); NPs, nanoparticles; PBS,
phosphate-buffered saline.

In vitro cytotoxicity study
Blank (Dox-unloaded) PBCA NPs were found to be noncytotoxic in A549

and LL/2 lung cancer cells at the concentrations tested (up to 10 puM) and after 48

hours of NP—cell contact time (Figure 2).
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Figure 2 In vitro cytotoxicity of PBCA NPs in lung cancer cells.

Notes: The growth of A549 and LL /2 cell lines was evaluated after exposute to a wide range (1-10
uM) of blank (Dox-unloaded) PBCA NPs over 48 hours. Data represent mean * SD of triplicate
cultures.

Abbreviations: PBCA, poly(butylcyanoacrylate); NPs, nanoparticles; Dox, doxorubicin; RP,

relative proliferation; SD, standard deviation.

On the other hand, Dox-loaded PBCA NPs induced a significant decrease in
A549 and LL/2 cell proliferation compared to free Dox (aqueous solution)
(P<0.01). Interestingly, the half-maximal inhibitory concentration (ICso) was
significantly decreased by the Dox-loaded polymeric nanoformulation in a time-
dependent manner (Figure 3): differences between groups were observed after 8 and
24 hours, the most significant divergences being obtained after 48 hours of NP—cell
contact. Specifically, Dox-loaded PBCA NPs showed a 2.4-fold reduction (from
0.71 to 0.3 pM) and nearly threefold reduction (from 0.11 to 0.04 pM) in the ICso
values of A-549 and LL/2 cell lines, respectively, in comparison to the free drug

(Figure 3).
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Figure 3 In vitro cytotoxicity of Dox-loaded PBCA NPs in lung cancer cells.

Notes: Growth of A549 (A) and LL /2 (B) cell lines was evaluated after exposure to a wide range
(0.01-10 pM) of Dox-loaded PBCA NPs for 8, 24, and 48 hours in comparison to free Dox
treatment. Data represent mean £ SD of triplicate cultures.

Abbreviations: Dox, doxorubicin; PBCA, poly(butylcyanoacrylate); NPs, nanoparticles; RP,

relative proliferation; SD, standard deviation.

Cell uptake and disposition of Dox-loaded PBCA NPs

Fluorescence microscopy revealed that cells treated with Dox-loaded PBCA
NPs displayed greater fluorescence intensities than free Dox at the exposure times
investigated (0.5-2 hours) (Figure 4A). In addition, after 2 hours of NP—cell
exposure, morphological changes (bubble-like bleb formation on cell surface typical
of apoptotic cell death) were exclusively observed in the cells in contact with Dox-
loaded PBCA NPs. The flow-cytometry assay confirmed that greater Dox uptake by
A549 and LL/2 lung cancer cells was possible when it was entrapped into the
PBCA NPs (Figure 4B and C). These images also highlight the significant and
progressive increase in Dox uptake (when loaded into the NPs) by A549 cells, in
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comparison with free Dox: 22.6%, 10.9%, 34.5%, 52.3%, and 64.8% after 0.5, 1, 1.5,
2, and 4 hours, respectively. Similar results were found with LL/2 cells. However, in
this cell line, the NPs determined a 22.6% increase in Dox uptake compared to free
Dox after 0.5 hours of contact. By contrast, a negligible increase in cell uptake was
observed after 1, 1.5, and 2 hours (3.1%, -7.8%, and 2.3%, respectively). Finally,
after 4 hours of NP—cell exposure, and in comparison to the free drug, Dox uptake
by LL/2 cells increased by 32.1% when loaded into the PBCA NPs. These results
were confirmed by fluorescence microscopy (Figure 5): increased fluorescence
intensities were observed in cells treated with Dox-loaded PBCA NPs. Although
drug accumulation at the cell nucleus was observed in the cells treated with either
free Dox or Dox-loaded NPs, greater fluorescence intensities were shown in the
cytoplasm of the cells treated with the Dox-loaded nanoformulation (particularly at

the maximum drug-equivalent concentration).

In vivo suppression of lung cancer tumor growth and mouse survival

Blank (Dox-unloaded) PBCA NPs did not produce any significant change in
tumor-volume progression compared to the control group (untreated mice) (Figure
0). In contrast, free Dox and Dox-loaded PBCA NPs significantly slowed tumor
growth. In comparison to the controls, Dox-loaded PBCA NPs reduced mean
tumor volume by 66% at the end of the experiment (39 days). This reduction was
significantly greater (by ~28%) than that displayed by free Dox (P<0.05). However,
these differences were not extrapolated to mouse survival (Figure 6B), since no
significant differences were observed between the groups treated with free Dox and
Dox-loaded NPs. However, important differences in terms of mouse survival
(P<0.05) were found between these groups and the control groups. In addition,
Dox entrapment within the NP matrix made it possible to reduce the drug’s toxicity
to mice at the end of the treatment (P<0.05), which was measured in terms of

weight loss (Figure 7). No weight differences were found between untreated mice

and mice treated with blank PBCA NPs (data no shown).
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Figure 4 Uptake of Dox-loaded PBCA NPs into lung cancer cells.

Notes: (A) Graphical representation of the presence of Dox-loaded PBCA NPs and free Dox in
A549 and LL /2 after exposure (0.5-4 hours) at the highest concentration (43.1 uM). Data
represent mean * SD of triplicate analysis. (B) Representative image of flow-cytometry analysis
after exposure (4 hours) to Dox-loaded PBCA NPs and free Dox in A549 and LL /2. (C)
Representative fluorescence images showing internalization of free Dox and Dox-loaded PBCA
NPs in A549 cells for the highest concentration (43.1 pM) over various times (0.5—4 hours). Optical
microscopy analysis showed different morphological changes after Dox-loaded PBCA NP
treatment in comparison to free Dox exposure. Magnification 10X.

Abbreviations: PE, phycoerythrin; Dox, doxorubicin; PBCA, poly(butylcyanoacrylate); NPs,

nanoparticles; SD, standard deviation.
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A B
DAPI Merged DAPI Merged

Figure 5 Intracellular location of free Dox and Dox-loaded PBCA NPs in A549 (A) and LL /2 (B)

cell lines.

Notes: Cells were exposed for 1 hour to various treatments at the highest concentration of 43.1

uM with free Dox and Dox-loaded PBCA NPs (a, 2, respectively) and 10 pM (b, b’, respectively).

The first column shows drug-fluorescence images, the second shows cell nuclei stained with DAPI,

and the third presents the merged images of the two previous columns. Magnification 20X.

Abbreviations: Dox, doxorubicin; PBCA, poly(butylcyanoacrylate); NPs, nanoparticles; DAPI,
6-diamidino-2-phenylindole.
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Figure 6 Tumor-growth inhibition and mouse survival after Dox-loaded PBCA NP treatment.
Notes: (A) Graphical representation of tumor-volume progression after intravenous administration
of Dox-loaded PBCA NPs, free Dox, and blank PBCA NPs (10 mg/kg) to C57BL/6 mice bearing
subcutaneous tumors induced by LL /2 cells (39 days). Data represent mean £ SE M (n=10). (B)
Difference in mouse-survival rates after exposure to the same treatments. Data represent mean +
SD (n=10). Comparison between treatment groups was performed with the log-rank test.
Abbreviations: Dox, doxorubicin; PBCA, poly(butylcyanoacrylate); NP, nanoparticle; SE M,

standard error of mean; SD, standard deviation.
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Figure 7 Percentage of body-weight progression after Dox-loaded PBCA NP treatment with
respect to untreated mice.

Notes: Weight (g) of C57BL/6 mice bearing subcutaneous tumors induced by LL /2 cells and
treated with Dox-loaded PBCA NPs, free Dox, and blank PBCA NPs were measured every 3 days
over 39 days. Percentage of mouse body weight loss induced by treatment with DOX-loaded
PBCA NPs was lower than that caused by free DOX. The data is represented as the mean = SD
(n=10).

Abbreviations: Dox, doxorubicin; PBCA, poly(butylcyanoacrylate); NP, nanoparticle; SD, standard

deviation.
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Discussion

Nanoplatforms as Dox-delivery systems are expected to overcome the dose-
dependent therapeutic limitations of this antitumoral agent. This may be particularly
interesting for managing malignancies where this drug is used as a first- or second-
line treatment. In this context, we have developed an injectable two-phase drug-
delivery system based on the biodegradable polymer PBCA for the
sequential/controlled release of Dox. This system was previously engineered (by
emulsion/polymerization of the cyanoacrylate monomer) for use against breast
cancer cells, with promising results.?> However, significant modifications to the NP-
engineering process introduced in the present work resulted in better NP
functionalities, ie, reduced mean particle size (from the previously published ~150
to ~75 nm in the present publication) and greater Dox-entrapment efficiencies
(from ~50% as earlier reported to ~80% in this work). It is therefore possible to
hypothesize much-improved in vitro and in vivo behavior: optimized NP uptake by
malignant cells and Dox intracellular accumulation.3%-3! These differences may arise
from the modification of the synthesis conditions: mechanical stirring during
monomer polymerization was carried out at 3,000 rpm (in contrast to 1,200 rpm),
and the surfactant agent previously employed in NP formulation (Pluronic F-68,
1%, w/v) was exchanged for dextran 70 (0.5%, w/v).22 Moreover, the high drug-
entrapment efficiency of our NPs allowed us to reach concentrations of Dox
(similar to those presented in commercial preparations) that could have clinical
application.

Dox incorporation into the PBCA nanomatrix may occur during NP
formation, thanks to 1) the formation of hydrogen bonds between the drug’s
ammonium groups and the cyano groups of the PBCA NP, 2) the difficulty of drug
molecules escaping from the growing polymeric network, and 3) the attractive
interaction of the positively charged Dox molecules with the negative PBCA
matrix.’?>-3* The sustained drug-release profile the PBCA NPs (Figure 1) may have

been the consequence of 1) rapid discharge of the Dox molecules on the surface of
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the NPs (fast-release phase, ~35% Dox released in 1 hour) and 2) drug diffusion
through the PBCA matrix (sequential second release phase ending after 23
hours).24.3>

In vitro and in vivo activity of the nanoformulations against lung
adenocarcinoma was investigated in A549 and LL/2 lung cancer cell lines. Blank
(Dox-unloaded) PBCA NPs were found to be noncytotoxic in these cell lines, thus
suggesting the adequate biocompatibility of the nanoformulations. These findings
were confirmed in vivo. On the other hand, Dox-loaded NPs significantly reduced
the ICso value of the drug in both A549 and LL/2 cells in a time-dependent mannet.
Similar results have been previously obtained by an epirubicin-loaded PBCA
nanoformulation in A549 cells.!® In addition, the PBCA NPs’ capacity to increase
drug cytotoxicity has recently been demonstrated using cisplatin (about three times
as much cytotoxicity than free drug) against ovarian cancer cells.!* This cytotoxic
effect could be associated with greater Dox uptake by the malignant cells when the
drug is incorporated into the NP matrix.

In order to clarity the positive role that NPs may play in Dox uptake in cells,
a flow-cytometry assay was performed using the same drug concentrations and
various NP—cell contact times. Enhanced cell uptake of Dox was observed when it
was loaded into the PBCA NPs (32.1% and 64.8% more in LL/2 and A549 cells,
respectively) in comparison with the free Dox (aqueous solution) at the longest
exposure time. This illustrates the key role played by the NPs in Dox incorporation
into malignant cells. Fluorescence-microscopy analysis further demonstrated the
different dispositions of the drug inside the tumor cells: the free drug was found
exclusively within the cell nucleus, while Dox was distributed in the nucleus and
cytoplasm of the cancer cells when the drug was entrapped inside the PBCA NPs.
Similar findings have been described for the A549 lung cancer-cell line.'® The
presence of Dox in the cytoplasm after delivery by the PBCA NPs could further
maximize the drug toxicity through mitochondrial effects. In fact, Dox can interact
in the respiratory chain complex I, increasing the oxidative stress generation of
reactive oxygen species.’®37 The reactive oxygen species-level increase then results in

an alteration of the mitochondrial transmembrane potential, in an increase in the
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mitochondrial permeability, and in a reduction of the ATP levels.3¢:3® Furthermore,
Dox may interfere in metabolic pathways, such as glycolysis, B-oxidation, and
oxidative phosphorylation, and induces the peroxidation of cell membranes.36-3

Subsequent work further suggested that NPs probably enter cancer cells
through endocytosis. In fact, endocytosis, pinocytosis, and phagocytosis have been
proposed to be the most important mechanisms behind cell uptake.*’ They have
been associated with the physical chemistry of the nanoformulations, ie, geometry
and surface electrical charge.*%#! For instance, although positively charged NPs can
interact easily with the (negative) cell membrane, they have been described to
interact strongly in vivo with the immune system. Therefore, negatively charged or
neutral NPs have been suggested as being more suitable for clinical applications.*43
Geometrically, spherical shapes and nanosize particles (ie, gold NPs) have been
described as positive characteristics for particle internalization by cancer cells.# In
addition, poly(alkylcyanoacrylate) NPs may be responsible for overcoming the
multidrug-resistance mechanism displayed by cancer cells, associated with P-
glycoprotein. For example, it has been demonstrated that blank PBCA NPs can
decrease P-glycoprotein function in a dose-dependent manner in A2780/T human
ovarian-resistant cells and MCF-7/ADR human breast cancer cells.#>4 Similar
activity may be expected for the Dox-loaded nanoformulation described in this
work, but this has not yet been investigated.

Few in vivo studies have explored the potential clinical use of Dox-loaded
PBCA NPs. As an example, PBCA NPs can improve the intratumor accumulation
of Dox in Dalton’s lymphoma-bearing mice compared to the free drug.#” PBCA
nanoformulations may be further responsible for reduced Dox toxicity in the heart,
kidneys, and lungs.*® It has also been demonstrated that PBCA NPs can interact
with alveolar macrophages, inducing increased secretion of Thl cytokines (eg, IFNy,
IL-2), which may be related to a secondary cytotoxic effect on H460 non-small-cell
lung carcinoma cells.* In this work, the in vivo antitumoral activity of Dox-loaded
PBCA NPs was analyzed in LL/2 lung carcinoma-beating C57BL/6 mice.
Compared to free Dox, there was significantly greater control over tumor-size

progression in mice treated with the nanoformulation (P<0.05), as well as a
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reduction in the drug-associated toxicity profile. These results confirmed the
adequate toxicological profile previously reported for Dox-loaded PBCA NPs in
comparison with the free drug.>5! The NP system may optimize in vivo Dox
incorporation into tumor cells. In fact, it has been hypothesized that
nanoformulations could enhance drug accumulation in the tumor interstittum
(compared to healthy tissues), thanks to the enhanced permeability and retention
effect.>? As a consequence, the drug should display its cytotoxic effect almost

entirely at the tumor site, thus keeping its severe side effects to a bare minimum.3%53

Conclusion

This work was devoted to developing an alkylcyanoacrylate nanoformulation for
improved delivery of Dox to lung cancer cells. To this end, optimal and
reproducible preparation conditions have been established for obtaining an
injectable two-phase Dox-delivery system. In vitro studies have demonstrated the
versatility of the NP system for facilitating drug internalization by lung carcinoma
cells, optimizing the cytotoxic effect. Furthermore, in vivo investigations have
highlighted promising control over tumor-size progression and the associated side
effects displayed by the nanoformulation. For these reasons, the Dox-loaded NP
system may help improve the current role of Dox in the therapeutic management of

lung cancer patients.
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Abstract

Poly(e-caprolactone) (PCL) nanoparticles (NPs) offer many possibilities for
drug transport because of their good physicochemical properties and
biocompatibility. Doxorubicin-loaded PCLL NPs have been synthesized to try to
reduce the toxicity of doxorubicin (DOX) for healthy tissues and enhance its
antitumor effect in two tumor models, breast and lung cancer, which have a high
incidence in the global population. PCL NPs were synthesized using a modified
nanoprecipitation solvent evaporation method. The zx vitro toxicity of PCL NPs was
evaluated in breast and lung cancer cell lines from both humans and mice, as was
the inhibition of cell proliferation and cell uptake of DOX-loaded PCL NPs
compared to free DOX. Breast and lung cancer xenografts were used to study the 7z
vivo antitumor effect of DOX-loaded NPs. Moreover, healthy mice were used for 7
vivo toxicity studies including weight loss, blood toxicity and tissue damage. The
results showed good biocompatibility of PCLL NPs 7z vitro, as well as a significant
increase in the cytotoxicity and cell uptake of the drug-loaded in PCL NPs, which
induced almost a 98% decrease of the IC50 (E0771 breast cancer cells). Likewise,
DOX-loaded PCL NPs led to a greater reduction in tumor volume (=36%) in
studies with C57BL/6 mice compared to free DOX in both lung and breast tumor
xenograft models. Nevertheless, no differences were found in terms of mouse
weight. Only in the lung cancer model were significant differences in mice survival
observed. In addition, DOX-loaded PCL NPs were able to reduce myocardial and
blood toxicity in mice compared to free DOX. Our results showed that DOX-
loaded PCL NPs were biocompatible, enhanced the antitumor effect of DOX and
reduced its toxicity, suggesting that they may have an important potential

application in lung and breast cancer treatments.

Keywords

Doxorubicin, poly(e-caprolactone) nanoparticles, lung cancer, breast cancer,

mice xenografts, toxicity.
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1. Introduction

Doxorubicin (DOX), an anthracycline antibiotic with antineoplastic effect, is
used to treatmany types of solid tumors and hematological diseases such as breast,
lung and ovary cancers, sarcomas, leukemia, and Hodgkin's disease (Weiss, 1992).
Doxorubicin is a DNA intercalating agent that causes DNA damage resulting in cell
death. In addition, this drug increases the production of reactive oxygen species
(ROS) inmitochondria (Doroshow, 1983; Govender et al., 2014; Tacar et al., 2013)
and interacts with the enzyme topoisomerase 2 (Top2a), which is overexpressed in
cells with a high proliferation rate, such as tumor cells (Vejpongsa and Yeh, 2014).
Despite DOX having an important antitumor effect, its lack of specificity for the
tumor tissue makes its use limited. In fact, one of the major limitations of this drug
is the production of cardiotoxicity caused by mechanisms such as ROS production
(Angsutararux et al., 2015). For these reasons, it is important to develop newdrug
administration pathways to enhance the antitumor effect and improve specificity for
tumor tissues.

Nanoparticles (NPs) of poly(e-caprolactone) (PCL) have been investigated as
antitumor drug transport and delivery systems because of their size,
biocompatibility, biodegradability and the possibility of modifying their surface
properties increasing their multi-functionality (Dash and Konkimalla, 2012; Wei et
al,, 2009). In fact, many types of PCL-nanoformulations have been generated
(micelles, hydrogels, scaffolds, fibers, films, and microspheres) (Dash and
Konkimalla, 2012) loading numerous antitumor drugs with excellent results in both
in vitro and zn vivo cancer models (Liu et al., 2012). Recently, the capacity of PCL NPs
to improve the antitumoral effect of classical drugs such us 5-fluorouracil,
carboplatin or curcumin in colon cancer, glioblastoma and glioma, respectively, has
been demonstrated (Karanam et al., 2015; Marslin et al., 2016; Ortiz et al., 2015).
Concretely, DOX-loaded PCL and poly(ethylene glycol) (PEG) NPs and micelles
showed a sustained drug release and great 7z witro and in vivo antitumor activity
compared to the free drug (Gou et al., 2009; Zhang et al., 2011). Moreover, micelles
of monomethoxy PEG-PCL loaded with DOX showed better cell uptake in the
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B16-F10 melanoma cell line in comparison to free DOX, as well as a greater
suppression of tumor growth and sutvival of C57BL/6 mice bearing subcutaneous
melanoma tumors (Zheng et al., 2011). In addition, as demonstrated by Cheng et al.
(2012), PCL micelles were able to improve DOX release in response to a
temperature increase (40 °C), increasing drug cytotoxicity. Doxorubicin loaded to
copolymers of dextran-B-PCL exhibited greater cytotoxicity (~15%) compared to
free DOX in SH-SY5Y human neuroblastoma cell lines and a significant increase of
cell internalization (Li et al., 2013). PCL and poly(N-vinylpyrrolidone) (PNVP)
(PCL63-b-PNVPgy) micelles loading DOX have recently been developed that
enhanced growth inhibition in normal and resistant lymphoma cell lines from
humans and mice in comparison with the free drug. Furthermore, these DOX-
loaded nanocarriers did not alter the viability of normal blood cells such as
monocytes, dendritic cells or lymphocytes (93.26%), in contrast to treatment with
free DOX (60.87%) (Hira et al., 2014). Latterly, polymers containing PCL have been
developed to release the drug under certain conditions to make it even more specific
to the tumor tissue, such as photocleavable polymers, or involving the incorporation
of cleavable disulfide linkages by the intracellular enzyme glutathione (Kumar et al.,
2015; Lee et al., 2015).

In this context, the aim of our study was to use a formulation of PCL NPs
for transporting DOX in order to potentially improve breast and lung cancer
treatment. Cell proliferation assays with breast and lung cancer cell lines from both
humans and mice, and cellular internalization studies using FACScan and
fluorescent microscopy were performed. In addition, 7z vivo studies were carried out
to look at the antitumor effect of DOX-loaded PCL NPs compared to free DOX,
mice survival, and modulation of DOX toxicity. The results showed good
biocompatibility of PCL NPs and a significant increase in DOX antitumor effect
when drug was loaded to PCL NPs. No differences were found in the weight of
mice when the free DOX and DOX-loaded PCL NP treatments were compared.
Interestingly, a modulation of mice survival was observed with the use of DOX-

loaded NPs. Finally, decreased DOX toxicity on blood and tissue was determined.

172



Capitulo 1. Vehiculizacion de doxorrubicina Material, métodos y resultados

Thus, the use of DOX-loaded PCL NPs improves the drug's antitumor effect,

something which could be applied in the treatment of breast and lung cancer.

2. Material and methods

2.1. Materials

All chemicals were of analytical quality from Sigma-Aldrich Chemical Co.
(Spain). Deionized and filtered water was used in all the experiments (Milli-Q

Academic, Millipore, Molsheim, France).

2.2. Formulation of DOX-loaded PCL NPs

PCL NPs were prepared by a modified nanoprecipitation solvent
evaporation procedure using a probe sonicator (Branson sonifier W450 Digital,
Branson Ultrasonics, Danbury, CT, USA) (Cirpanli et al., 2011; Letchford et al.,
2009). Concretely, 1 mL of a dichloromethane (DCM) polymeric solution (1%, w/v)
was added drop-wise, under sonication (pulsed mode, with a cycle of 70%, to avoid
foaming), to 5 mL of an aqueous solution containing Pluronic® F-68 (0.3%, w/v).
Temperature control was assured by surrounding the sample vial with ice during the
sonication process (1 h). Finally, the organic solventwas evaporated (Bichi
Rotavapor® rotary evaporator, Bichi, Flawil, Switzerland), and the colloid was
subjected to a cleaning process involving subsequent cycles of centrifugation (30
min at 9000 rpm, Centrikon T-124 high-speed centrifuge; Kontron, Paris, France)
and re-dispersion in water, until the conductivity of the supernatant was <10
uS/cm.

DOX entrapment into PCL NPs was based on the above described
formulation methodology with an additional step aiming to optimize the drug
loading efficacy: incorporation of a DCM polymeric solution containing adequate
quantities of DOX (up to 0.01M) to the aqueous medium, or addition of the DCM

polymeric solution to the aqueous phase containing increasing drug concentrations
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(up to 1072M). The objective was to clarify if greater drug entrapment (and loading)
efficacies are possible when DOX molecules are included in direct contact with the
polymer (dissolved in the organic phase to minimize drug escape to the aqueous
phase). Additionally, the impact on DOX entrapment of the concentration of
stabilizing agent (Pluronic® F-68) and polymer (PCL) was analyzed. To that aim, the
concentration of PCL in the DCM solution and the concentration of Pluronic® F-68
in the aqueous mediumwere varied froml to 5% (w/v) and from 0 to 5% (w/v),

respectively. All the formulations were prepared in sextuplicate.

2.3. Characterization methods

Particle size (mean value T standard deviation) was determined in
quadruplicate at room temperature by photon correlation spectroscopy (PCS,
Malvern Autosizer® 4700, Malvern Instruments Ltd., UK), after suitable dilution of
the aqueous NP dispersions (=0.1%, w/v). Stability of the colloids was investigated
during three months of storage at 4.0£0.5 °C in water by measuring both the size
and DOX loading. Finally, to confirm the size analysis, aqueous NP dispersions
(=0.1%, w/v) were visualized by high resolution transmission electron microscopy
(HRTEM, Stem Philips CM20 high resolution transmission electron microscope,
Netherlands).

Surface electrical charge of both blank (DOX unloaded) and DOX-loaded
NPs was investigated by electrokinetic determinations (=0.1%, w/v NP
concentration in aqueous media) (Malvern Zetasizer® 2000 electrophoresis device,
Malvern Instruments Ltd., UK), after 24 h of contact of NPs in water (pH = 06)
under mechanical stirring (50 rpm) at room temperature. Such electrophoretic
characterization was expected to define the type of drug loading (adsorption onto
the NP surface, or entrapment into the nanomatrix).

Ultraviolet-Visible (UV—-Vis) absorbance measurements (8500 UV-Vis
Dinko spectrophotometer, Dinko, Spain) were done in quadruplicate at the
maximum absorbance wavelength (481 nm) to quantify drug concentration in all the

formulations. Before determining the amount of DOX loaded to (or released from)
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the PCL NPs, the UV-Vis spectrophotometric method of analysis was validated
(and verified) by comparing the evaluation of drug concentration in 2 instances: a
certain DOX quantity was dissolved in supernatants of NP syntheses (done in
absence of drug), and the same amountwas dissolved in equal amounts of water.
Drug concentrations estimated (in the first case from the difference between the
absorbance of DOX plus supernatant solution and that of the supernatant) were
found to match within the experimental uncertainty. These tests were done in
sextuplicate, and demonstrated the accuracy, precision, and linearity of the method,
and the absence of molecular interactions.

DOX loading studies involved UV—Vis determinations of the drug remaining
in the aqueous supernatant (being obtained upon centrifugation, 30 min at 9000
rpm, of the NP dispersion) which was deduced from the total amount of DOX in
the aqueous NP dispersion. For the method to be accurate, the contribution to the
absorbance of sources other than variations in drug concentration (e.g. Pluronic® F-
068), by subtracting the absorbance of the supernatant produced in the same
conditions but without the drug. DOX incorporation to the NPs was expressed in

terms of drug loading (%) and drug entrapment efficiency (%o):

mass of drug incorporated in the NP matrix (ing)

Drug loading (%) = x100

mass obtained of NPs loaded with drug (mg)

mass of drug incorporated in the NP matrix (mg) <100

Drug entrapment efficiency (%) =
€ P Aiciency (%) mass of drug used in the experiment (mg)

Drug release experiments were performed in quadruplicate following the
dialysis bag method, and using the nanoformulations that were investigated later 7z
vitro and 7n vivo (PCL NPs with the greater DOX loading values, i.e. ®49%, Table 1).
The bags were soaked in water at room temperature during 12 h before use. The
dialysis bag (cut-off of 2000 Da, Spectrum®Spectra/Potr® 6 dialysis membrane
tubing, USA) retained the particles but permitted the free drug to diffuse into the
receiving phase (phosphate buffered saline, PBS, pH 7.4 £ 0.1, kept at 37.0 £ 0.5

°C). Then, 1 mL of NP dispersion (containing 4 mg/mlL of DOX) was poured into
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the dialysis bag with the two ends fixed by clamps. The bag was then placed in a
conical flask filled with 50 mL of PBS, and was stirred at 150 rpm. At different time
intervals (0.5, 1, 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72, 96, 120, and 144 h), 1 mL samples of the
medium were withdrawn for UV-Vis spectrophotometric analysis (481 nm). An
equal volume of the release medium, kept at the same temperature, was added after

sampling to ensure the sink conditions.

Table 1

Influence of the preparation conditions (DOX, PCL, and Pluronic® F-68 concentrations) for drug
absorption on particle size, drug entrapment efficiency (%), drug loading (%), and zeta potential (C,
mV) values of the blank (DOX unloaded) PCL NPs and the DOX-loaded PCL NPs formulated
after drug dissolution in the organic phase. Size, entrapment efficiency, drug loading, and { values
of DOX-loaded PCL NPs obtained after drug dissolution in the aqueous media are given inside

curve brackets.

[DOX] (M)  [PCL] (%, w/v)  [Pluronic® F-68] (%, w/v)  Size (nm) DOX entrapment efficiency (%)  DOX loading (%) ¢ (mV)
0 1 03 73+ 13 - - —14 3
103 1 03 77 £9(79+8) 364+ 23(26.1+3.4) 0019 + 0.005(0.014 + 0.006) —-15+1
(—16 £ 3)
104 1 03 79 £ 6(80£7) 607 £37(37.3L£3.1) 0329 + 0.063(0.203 £ 0.044) —15+1
(=16 £3)
102 1 0.3 70 £ 8(73+£8) 821 4 41(533+3.2) 4462 + 0.121(2.908 + 0.096) —-17+2
(—14£1)
102 1 03 83+ 7(69£8) 906+ 36(598+4.1) 49242 + 3,091 —-15+2
(32,502 £ 3.976) (—15£3)
1072 1 0 Macroaggregates - - -
102 1 1 77 £9(85+4) 926+ 41(605£3.8) 50226 + 3578 —16+4
(32,859 £ 3.321) (—17£3)
1072 1 3 67 £ 5(87+2) 861+ 33(552L44) 46.796 + 3.014 —14 3
(30.002 + 4.112) (—15£1)
1072 1 5 77 £ 8(74+6) 883 4 42(58.1+3.3) 47992 + 3629 —14+4
(31.578 £ 3.016) (—13 £ 4)
1072 3 03 75+ 6(73£6) 898+ 32(587£3.6) 16269 + 1227 —-15+1
(10.635 + 1.674) (—13+£3)
1072 5 03 80+ 9(77£6) 936+ 29(624£1.5) 10.175 = 1016 (6.783 £ 0.962) —16+ 2
(—15£3)

2.4. Cell culture

The human cell lines MCF-7 and A549 of breast and lung cancer
respectively, were obtained from the European Collection of Cell Culture and the
Scientific Instrumentation Center (University of Granada, Spain). The LL/2 mouse
lung cancer cell line, were purchased from the American Type Culture Collection
(ATCC), and the E0771 mouse breast cancer cell line were kindly given by Robin
Anderson from Peter MacCallum Cancer Center, (East Melbourne, Australia). Both

mouse cell lines come from the immunocompetent mouse C57BL/6. In addition, a
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rat cardiomyocyte cell line (H9C2) obtained from ATCC was used for toxicity
assays. All cell lines were grown in monolayer in Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich) with a supplementation of 10% fetal bovine
serum (FBS) and 1% of antibiotics (Penicillin-Streptomycin) (Sigma-Aldrich) and

maintained at 37 °C in a humidified incubator with an atmosphere of 5% COo.

2.5. In vitro cytotoxicity of cell lines

Cell proliferation was determined by a modified sulforhodamine B (SRB)
assay as described previously (Melguizo et al.,, 2015). All the experiments were
performed in triplicate. Cells lines were plated in 24-well plates at different cell
densities: 10 X 103, 15 X 103, 20 X 103, 15 X 103 cells/well for MCF-7, A549, I.1./2
and EO0771, respectively. In addition, the non-tumor H9C2 rat embryonic
cardiomyocyte cell line was plated at a density of 8 X 103 cells/well. Twenty-four
hours later, cells were treated with DOX, DOX-loaded PCL. NPs and unloaded
PCL NPs at concentrations ranged from 0.01 to 10 uM at an incubation time of 48
h. The concentration of unloaded PCL NPs used was equivalent to the drug-loaded
NPs. Untreated cells were used as a negative control. After the incubation time, cells
were fixed with 10% trichloroacetic acid (TCA), stained with SRB, and the dye was
resuspended with a 10 mM, pH 10.5 solution of Trizma and quantified at 492 nm
with a Titertek Multiskan™ colorimeter (Flow Laboratories, Irvine, UK). The
optical density (OD) of treated cells was compared with the OD of untreated cells
(100% of wviability) to determine the percentage of relative inhibition (%IR)

produced by the treatments.

2.6. Flow cytometry assay

To study the rate of incorporation of drug-loaded to NPs compared to free
drug, we subjected the cells to a flow cytometry (FACScan) assay. All the cell lines
were plated in 6-well plates at a cell density of 150 X 103 cells/well in 2 mL of
DMEM. After 24 h, treatments at 25 pg/ml of DOX and DOX-PCI NPs were
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added to cells and incubated at 0.5, 1, 1.5, 2, and 4 h. After the incubation time, cells
were detached by trypsinization, and the cell pellets were collected by centrifugation
at 1500 rpm for 5 min and resuspended in 200 pL of PBS solution. Flow cytometry
analysis was carried out with a FACSCanto II flow cytometer (BD Bioscience, San

Diego, CA, USA).

2.7. Fluorescent microscopy assay

All cell lines were seeded in a volume of 300 pL in chamber slides (BD
Biosciences, Erembodegem, Belgium) of 8 wells at a cell density of 5 X 103
cells/well. After 24 h in culture conditions, cells were exposed to the same dose of
free DOX and DOX-loaded PLC NPs as in the cytometry assay (25 pg/mlL) at 45
min of incubation. After the incubation time, 200 pL of 4% formaldehyde was
added to cells for 20 min at room temperature. Then, cells were washed three times
with PBS and the cell nuclei were stained with 4',6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI, Invitrogen ™). Drug intracellular location was observed under fluorescence
microscopy using a Leica DM IL LED fluorescence microscope (Leica

Microsystems S.LL.U., Barcelona, Spain).

2.8. In vivo antitumoral activity of the DOX-loaded PCL NPs

Two groups of forty female C57BL/6 mice (Chatles River, Barcelona, Spain)
wete s.c. inoculated in the right hind flank with a half million of LL/2 or E0771
cells in a volume of 200 pLL of phosphate buffered saline (PBS) to induce s.c. lung
and breast tumors, respectively. After nine days, each group of mice bearing tumors
was divided randomly into groups of ten mice, and each was treated i.v. with DOX
(10 mg/kg), DOX-loaded PCL NPs (with the equivalent drug concentration) and
blank PCL NPs. Besides, there was one group of each type of cancer treated with
saline solution as a negative control. The treatments were applied every three days
for a total of five doses. Furthermore, every three days the weight of mice were

monitorized and also the tumor dimensions were measured with a digital caliper,
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and the tumor volume was calculated with the formula V(mm?3) = (a X b2 X 7)/0,
(being “a” the largest diameter of the tumor, and “b” the largest diameter
perpendicular to “a”). The final point of the experiment when animals were
sacrificed was the day 33 starting from the day of cells inoculation. The animal

studies were approved by the Ethics Committee on Animal Experimentation of the

University of Granada.

2.9. In vivo toxicity study of DOX-loaded PCL NPs

To determine the 7z vivo toxicity of DOX-loaded NPs, 32 female C57BL/6
mice were divided randomly into four groups (n=8). Following the protocol of Zhu
et al. (2015), single dose of DOX (10 mg/kg body) and DOX-loaded NPs (with the
equivalent drug concentration) were injected i.v. into healthy mice. A group treated
with blank PCL NPs and another untreated group (control) were also included in
the study. Mouse body weight was determined every 48 h until the final point of the
experiment (14 days from the treatment). Tissue (heart, liver and lung) and blood
samples were obtained on the fourth day after treatments. Tissues from 3 mice of
each group were fixed in a 4% paraformaldehyde (PFA) solution, embedded in
paraffin, sectioned (5 pm) and finally stained with hematoxylin and eosin. The
samples were observed in a Leica DM IL LED microscope (Leica Microsystems
S.L.U., Barcelona, Spain). Blood was extracted from all the mice in 1.5 mIL EDTA-
coated Eppendorf tubes for the analysis of blood parameters (Mythic 22CT C2
Hematology Analyzer, Orphée SA, Switzerland). A portion of blood was gently
mixed and centrifuged (15 min at 3.000 rpm a 4 °C) to obtain plasma which was
then aspirated from the collection tubes and stored at —80 °C. Three cardiovascular
disease markers, MMP-9 (Matrix metallopeptidase 9), sVACM-1 (vascular cell
adhesion molecule-1) and CRP (C-reactive protein) were evaluated using Milliplex
MAP Kits (Merck Millipore; Darmstadt, Germany). Optical density was determined
using an automated immunoassay analyzer, the Luminex 200 TM (Millipore,

Darmstadt, Germany).
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2.10. Statistical analysis

All the results have been expressed as the mean * the standard deviation.
Statistical analysis of the iz vitro studies was carried out with the Student's t-test. For
the zn vivo studies, a one-way ANOVA with a Tukey's post-hoc test was used to
evaluate the differences between groups in terms of tumor volume and toxicity.
Mice survival P was calculated with the Kaplan-Meier method and then analyzed
with the log-rank test. All the tests were performed with the Statistical Package for

the Social Sciences (SPSS) v. 15.0 with a significance level of 0.05 («=0.05).

3. Results

3.1. Characterization of the DOX-loaded PLC NPs

PCL NPs obtained using a modified nanoprecipitation solvent evaporation
procedure were characterized by having an average diameter of <90 nm and a
spherical shape (Table 1, Fig. 1). The negative surface electrical charge of the NPs in
water (Table 1) could be attributed to the dissociation, at pH 06, of free acrylic
groups included in their chemical structure (Arias et al., 2010). No differences were
observed in particle size and quality of the colloid when the NPs were loaded with
different amounts of DOX (Table 1). Finally, the colloidal formulations were found
to be stable during a three-month storage period at 4.0 £ 0.5 °C: no appreciable
change in particle size and surface electrical charge, no existence of
aggregates/sediments, nor any DOX precipitation and/or release were detected.

Investigation of DOX entrapment in the PCL NPs began by defining the
influence of the initial phase (aqueous or organic) in which the drug was dissolved
(see Section 2.2, Formulation of DOX-loaded PCL NPs). DOX entrapment
efficiency (%) and DOX loading values (%) as a function of the drug concentration
are compiled in Table 1. Both parameters were found to be significantly greater
when DOX was added to the organic phase, whatever the initially fixed drug

quantity. As an example, when the initial DOX concentration was 1072 M these
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parameters rose from=59.8% and~=32.5% (when the drug was in the aqueous phase)
to =90.6% and =49.2% (when DOX was incorporated to the DCM solution),
respectively. This could be a consequence of the difficulty experienced by the drug
in escaping from the PCL nanomatrix when it is placed in deep contact with the
polymer. Finally, there may be further attractive forces between the positively-
charged drug molecules and the negatively-charged NPs, thus electrostatically
favoring DOX incorporation to the NPs. Antiproliferative and 7z vivo tumor growth
inhibition studies were performed using the NPs with the greatest DOX entrapment
efficiencies, z.e., =90.6%.

Table 1 reveals how drug concentration positively influenced the efficiency
of DOX entrapment into the NPs. It can be further highlighted that the use of
Pluronic® F-68 assured homogeneous distributions of DOX-loaded NPs, highly
uniform and with reduced size, without significantly affecting DOX entrapment.
Similarly, the quantity of polymer did not exhibit an important influence on DOX
loading,.

Great similarity was found between the electrokinetics ({ values) of blank
NPs and DOX-loaded NPs (Table 1). In fact electrophoretically speaking they were
indistinguishable. Given the extraordinary sensitivity of electrophoresis to tiny
changes in colloidal surfaces, this technique was advantageously used to define the
type of DOX incorporation to the NPs (surface adsorption vs. entrapment within
the nanomatrix). Due to the fact that { values did not change upon drug
incorporation, it can be assumed that the DOX molecules were entrapped within
the NP structure.

With regard to DOX release from the NPs, a biphasic process was observed
at pH 7.4, characteristic of PCL nanomatrices (Pohlmann et al., 2013), where an
initial rapid (burst) release phase (up to =30% in 12 h) was followed by a phase in
which the remaining drug molecules were released in a more progressive way (over a
period of 5.5 days) (Fig. 1). Thus, the majority of DOX may be located within the

PCL matrix rather than adsorbed onto the particle surface.
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Fig. 1. DOX released (%) from PCL NPs as a function of the incubation time (h) in PBS (pH 7.4
+ 0.1) at 37.0 £ 0.5 °C. Data presented as mean value * standard deviation (S.D.) (n = 4). Inset:

high-resolution transmission electron microphotograph of the NPs (bar length: 100 nm).

3.2. DOX-loaded PLC NPs cell toxicity

Blank PCL NPs showed no toxicity in any of the tested cell lines even at the
highest concentrations. Only a slight decrease (10%) in the percentage of relative
proliferation (% RP) was detected in the LL/2 cells when blank NPs were used at
10 uM (Fig. 2). On the other hand, DOX-loaded NPs showed a significant increase
in the inhibition of proliferation in all cell lines after 48 h of exposure in relation to
the free drug (p < 0.05) (Fig. 3). This increased DOX cytotoxicity led to a significant
reduction in the half-inhibitory concentration (IC50) which was 0.71, 0.7, 0.11 and
1.3 uM for DOX and 0.31, 0.09, 0.04, and 0.02 pM for DOX-PCL NPs in the
A549, MCF-7, LL/2 and E0771 cell lines, respectively. The greatest dectreases of the
IC50 values were detected in MCF-7 (87.1%) and E0771 (98.5%). In addition, a
cytotoxic assay was performed with the non-tumor H9C2 rat embryonic

cardiomyocyte cell line (Supplementary material; Fig. 1S).
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Fig. 2. In vitro cytotoxicity of PCL NPs in lung and breast cancer cells. The growth of cell lines
A549, MCF-7, LL2 and E0771 was evaluated after exposure to awide range (0.5-10 pM) of blank
PCL NPs over a 48 h period. The results are expressed as %RP. The data represents the mean

value * S.D. of triplicate cultures.
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Fig. 3. In vitro cytotoxicity of DOX-loaded PCL NPs in lung and breast cancer cells. The growth of
cell lines was evaluated after exposure to awide range (0.01-5 pM) of DOX-loaded PCL NPs for 48
h, in comparison to free DOX treatment. The results are expressed as %IR. The data represents the

mean value * S.D. of triplicate cultures.
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3.3. DOX-loaded PLC NPs cell internalization assays

Flow cytometry analysis showed that the time-dependent internalization of
DOX significantly increased in all cell lines when the drug was loaded in PCL NPs
in comparison to the free drug (Fig. 4). This increase was more evident from 2 h of
exposure and was maintained until 4 h. At this time, the increase in drug
internalization with DOX-loaded NPs was 63.2, 35.8, 18.1 and, 33.9% in the A549,
MCF-7, E0771 and LL/2 cell lines, respectively compared to the free drug. These
findings were supported by fluorescence microscopy analysis (Fig. 5) where the
fluorescence intensity of all human and murine cells treated with DOX-loaded PCL
NPs was significantly greater that those treated with free DOX. The intracellular
location of the free DOX and drug-loaded NPs was similar (predominantly nuclear),
although the presence of the drug in the cytoplasm also was detected after treatment

with DOX-loaded PCL NPs.
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Fig. 4. Uptake of DOX-loaded PCL NPs into lung and breast cancer cells. (A) Graphical
representation of the presence of DOX-loaded PCL NPs and free DOX in lung and breast cancer
cells after exposure (0.5, 1, 1.5, 2 and 4 h) at 25 pg/mL drug concentration. (B) Representative
image of flow cytometry analysis after exposure (4 h) to DOX-loaded PCL NPs and free DOX, in

lung and breast cancer cells. The data represents the mean value + S.D. of triplicate analysis
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Fig. 5. Representative fluorescence images showing internalization of free DOX and DOX-loaded
PCL NPs in lung and breast cancer cells after exposure to a concentration of 25 pg/mL for 45 min.
The columns show drug fluorescence images (DOX), cell nuclei stained with DAPI (DAPI), and
merged images of the two previous columns (MERGED). Magnification 10X.

3.4. DOX-loaded PLC NPs effect in breast and lung cancer xenografts

Fig. 6 shows the results obtained in the studies realized with the
immunocompetent C57BL/6 mice bearing subcutaneous lung or breast tumors. No
significant differences were found between the tumor volume of mice treated with
blank PLC NPs and the negative control mice treated with saline solution in either
mice tumor model. Conversely, mice treated with DOX-loaded PLC NPs showed a
significantly higher decrease in tumor volume than that observed in mice treated
with free DOX, in both mice tumor models (p < 0.05). At the end point of the
assay, the reduction in tumor volume in both breast and lung xenografts was similar
(=36%) (Fig. 6A). In addition, a significantly increased survival rate was detected in
mice bearing lung tumors treated with DOX-PCL NPs compared with the free drug
(p < 0.05). However, these differences were not observed in mice with breast cancer
(Fig. 6B). These results are reflected in the Kaplan-Meier curves, where the fraction

surviving in mice bearing breast tumors is almost the same for DOX and DOX-
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loaded PCL NP-treated mice (Fig. 6B). Finally, no significant differences in mice
survival were found when performing the log-rank test between control and blank

PCL treated mice in both tumor models.
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Fig. 6. Treatment of breast and lung cancer xenografts with DOX-loaded PCL NPs. (A) Graphical
representation of the tumor volume progression (growth inhibition) after intravenous
administration of DOX-loaded PCL NPs, free DOX and blank PCL NPs into C57BL/6 mice
bearing subcutaneous tumors induced by the E0771 and LL/2 cell lines. Data are represented as
the mean = S.D. (n = 10). Graphical representation of LL/2 including a representative image of the
tumor volume progression after treatment. (B), Kaplan-Meier curves of mice survival rates after
exposure to the same treatments. Data are represented as the mean value = S.D. (n = 10).

Comparison between treatment groups was performed with the log-rank test.

3.5. DOX-loaded PLC NPs in vivo toxicological study

Firstly, the weight of treated and non-treated mice was measured every three
days throughout the 33 days of previous study to indicate any possible drug toxicity.

As shown in Fig. 7, the negative control mice and PCL NP-treated mice showed a
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similar weight evolution indicating the biocompatibility and non-toxicity of the NPs.
In addition, no significant differences were detected between mice treated with the

free drug and drug-loaded NPs in either mice model.
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Fig. 7. Body weight progression of mice with induced lung and breast tumors after DOX-loaded
PCL NP treatment. Weight of mice treated with DOX-loaded PCL NPs, free DOX, and blank
PCL NPs were measured until the final point of the experiment throughout a 33-day period. The

data were represented as the mean value = S.D. (n=10).

Secondly, tissue and blood toxicity was evaluated. Histological analysis
showed that the myocardial tissue of mice treated with free DOX showed some
myofibrillar loss, a typical finding due to the cardiomyopathy induced by this drug.
Interestingly, no myocardial alteration was observed in animals treated with DOX-
loaded PCL NPs in comparison to the controls (Fig. 8A). Studies of other tissues
(liver and lung) showed no relevant injuries, at least at this DOX concentration (Fig.
8A). In order to assess the possible myocardial injury, cardiovascular damage blood
markers were analyzed. As shown in Fig. 8B, the blood level of CRP after free
DOX treatment was significantly higher (49.7%) in comparison to the control (p <
0.05). In contrast, no significant differences between DOX-loaded PCL NP-treated
mice and untreated mice (control) were detected. Additionally, no significant
differences were observed between groups, for the two others blood markers
(MMP-9 and sVACM-1) quantified. Moreover, during the study of toxicity (14
days), no significant differences were found in the weight of mice treated with

DOX-loaded PCL NPs and free DOX (Fig. 8C). The blank PCL NPs induced no
187



Capitulo 1. 1 ehiculizacion de doxorrubicina Material, métodos y resultados

significant modifications in any of the tested tissues or blood markers, nor in weight

of the mice (data not shown).
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Fig. 8. In vivo DOX-loaded PCL NPs toxicity study in mice. C57BL/6 mice were treated with a
single dose of free DOX and DOX-loaded PCL NPs (10 mg/kg). Untreated mice were the control
group. (A) Tissue toxicity (heart, lung and liver) was analyzed using hematoxylin and cosin staining
(Magnification 20X), revealing signs of cardiotoxicity (myofibrillar disruption) (arrows) when DOX
was used. (B) Graphical representation of blood markers of cardiovascular damage showing
elevated CRP levels when DOX was used. The data are represented as the mean value = S.D. (C)
Body weight progression. The weight of mice was measured every two days from the day of drug

inoculation until day 14. The data are represented as the mean value = S.D.

Finally, the blood analysis showed a significant decrease in the WBC value of
the mice treated with free DOX. In contrast, the use of DOX loaded PCL NPs did
not modify the WBC value compared with the blood used as a control. No
statistically significant changes were detected in RBC or PLT values with the use of
free DOX or DOX-loaded PCL NPs. A slight decrease in the MCV value was
detected with the use of free DOX, DOX-loaded PCL. NPs, and PCL. NPs. In the
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same way, slight modifications were observed in MHC, MPV and RDVwith the use

of these different treatments (Table 2).

Table 2
Analysis of blood parameters in mice treated with DOX, PCL-DOX and PCL NPs.

Blood CONTROL DOX PCL-DOX PCL
paramelers
WBC (103/ul) 638 + 1.41 398 + 044" 640 + 1.71 449 + 080
RBC (10%/uL) 1027 + 047 928 + 1.08 937 + 062 816 + 185
HGB (g/dL) 16.27 + 0.80 15.03 £ 1.70  15.03 £ 1.03 13.26 + 2.99
HCT (% 4775 £ 241 42.07 4+ 499  42.67 4+ 2.76 37.06 + 8.58
RDW 14.08 + 0.56 14.35 + 032 14.85 14.69 + 0.32
+ 0.48*

PLT (10%/uL) 634.17 817.33 690.83 615.5

+ 80.76 + 162.57 + 57.86 + 224.83
PCT (%) 037 £ 0.04 047 +0.10 041 +£ 003 037 +0.13
PDW 21.13 4+ 1.12  20.08 &+ 3.21 2242 + 252 22.84 4 3.16

WBC, white blood cells; RBC, total red blood cells; HGB, hemoglobin, HCT, hematocrit; RDW,
red cell distribution width; PLT, total platelets; PCT, plateletcrit; PDW, platelet distribution width.
The data represents the mean value + S.D. (n =8).

% p < 0.05 compared to control.

4. Discussion

Breast and lung cancer are the two types of tumors with the highest
incidence worldwide. Despite the advances in chemotherapy treatment, both types
of tumors result in a large number of deaths (Ferlay et al., 2013). The main reason
for the failure of current chemotherapy is related to its lack of specificity and the
induction of high levels of toxicity that result in very debilitating side effects for
patients. This fact makes it necessary to limit the drug dose that then is sometimes
not enough to stop the progress of the disease (Blanco and Ferrari, 2014). Our study
shows the beneficial properties of DOX-loaded PCL NPs in improving the
antitumoral activity of the drug against breast and lung tumors. In particular, our
NPs allowed a greater DOX encapsulation and a biphasic drug release, increased
cellular internalization, and also achieved a clear decrease in the DOX 1C50 value
vitro and a decrease in tumor volume z vivo, supporting the potential of PCL NPs

for anticancer agent delivery (Gou et al., 2011).
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The synthesis of DOX-loaded PCL. NPs was based on a modified
nanoprecipitation solvent evaporation procedure (Cirpanli et al., 2011; Letchford et
al., 2009) involving the use of a probe sonicator. This technique generated DOX-
loaded NPs with an average size of <90 nm (Table 1), which could be sufficient to
facilitate cellular uptake and hence produce a significant concentration of drug
molecules within cancer cells (Decuzzi et al., 2009). The best preparation conditions
were defined to be those assuring the greatest drug loading. DOX was assumed to
be entrapped within the PCL matrix rather than just adsorbed onto the particle
surface, given the similarities between the electrokinetics ({ values) of blank NPs
and drug-loaded NPs (Table 1). The biphasic (and sustained) DOX release profile
(depicted in Fig. 1) could be the consequence of an initial fast drug release (loss of
poortly entrapped DOX molecules rapidly diffusing into PBS), followed by a slower
second stage in which the drug fraction deeply embedded within the PCL structure
underwent a longer diffusion path before release (Pohlmann et al., 2013).

In vitro results showed good biocompatibility of our PCL NPs in mouse and
human tumor cell assays supporting previous data obtained in neuroblastoma (SH-
SY5Y cells), prostate cancer (PC3, DU-145 and LNCaP cells), lung (A549 cells) and
breast (MCF-7 cells) cancer, and even embryonic kidney cells (HEK-293) (Arunraj
et al., 2013; Cheng et al., 2012; Guo et al., 2015; Li et al., 2013; Sanna et al., 2015). In
addition, no PCL NPs showed toxicity when tested in the non-tumor cell line
HOC2.

Interestingly, the use of PCL NPs to load DOX (DOX-loaded PCL NPs)
produced a significant increase in the drug's antitumoral activity against all the cell
lines tested compared to free DOX, reducing the DOX IC50 value reducing the
DOX IC50 value between 2.3 and 2.75 fold for lung cancer and between 7.8 and 65
fold for breast cancer. By contrast, DOX-loaded PCL NPs did not increase DOX
toxicity in the non-tumor cell line H9C2. Many authors have also reported an
increment in the cytotoxic effects of several drugs in some cancers when carried by
PCL NPs. In fact, celastrol-loaded PCL NPs increased drug activity by up to 40%
against PC3 prostate carcinoma cells compared with free celastrol (Sanna et al.,

2015), carboplatin was able to reduce IC50 up to 3.06 times in the glioblastoma-
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astrocytoma cell line U-87 MG when was carried by PCL NPs (Karanam et al,,
2015) and some triblock copolymers that included PCL improved the anti-tumor
activity of DOX in the B16F10 melanoma cells (Shi et al., 2014). Recently,
Suksiriworapong et al. (2016) have showed a significant decrease in quercetin 1C50
(up to 4.6) using quercetin-loaded copolymers of PCL-co-d-a-tocopheryl PEG 1000
succinate in the SK-BR-3 breast cancer cell line. Concretely, DOX-loaded PCL NPs
improved the activity of DOX in lung and breast cancer in comparison to other
nanoformulations. In fact, we showed a higher decrease in A-549 proliferation with
PCL-DOX NPs than the one described by Arunraj et al. (2013) using DOX-loaded
chitin-PCL. composite nanogels. This NPs showed an IC50 1.6 fold higher than
DOX, despite of their good cellular internalization. Mesoporous silica NPs loaded
with DOX induced a smaller IC50 decrease than DOX-loaded PCL NPs in the
same breast cancer cell line (MCF-7) (Gao et al., 2011). Furthermore, DOX-loaded
PCL NPs induced higher cytotoxicity than calcium phosphate-reinforced polymer
(Min et al., 2012) or Smac peptide-conjugated NPs (Li et al., 2015) in breast cancer
cells. For example, the DOX IC50 decrease demonstrated by Li et al. (2015) in the
MDA-MB-231 breast cancer cells (2.22 fold) was lower than the one induced by
PCL-DOX NPs in MCF-7 and E0071 breast cancer cells (7.8 fold and 65 fold
respectively). Recently, Eatemadi et al. (2016) also showed a DOX IC50 decrease
using DOX-loaded PCL-polyethylene glycol NPs in both T47D (1.84 fold) and
MCF7 (1.85 fold) breast cancer cell lines.

The transport of drugs, including DOX, towards the tumor cell may be
facilitated by PCL NPs, resulting in increased antitumoral activity (Zheng et al.,
2011). Karanam et al. (2015) showed a significant increase in the presence of the
fluorochrome fluorescein isothiocyanate (FITC) in the U-87 MG cells when it was
carried by PCL NPs (1 and 4 h of exposure). Fluorescence microscopy and
FACScan analysis demonstrated that DOX-loaded PCL NPs penetrated efficiently
into breast and lung cancer cells with a significant increase of drug uptake by the cell
through time in comparison to free DOX. Recently, Suksiriworapong et al. (2016)
showed that coumarin-6-loaded P (CL)-TPGS NPs were also able to increase NP
cell uptake in SK-BR-3 cells through time (I, 2 and 4 h). The greater
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antiproliferative effect of DOX-loaded NPs compared to free drug could be related
to an increased cell uptake in tumor cells, due their endocytic pathway deregulation
(Mellman and Yarden, 2013; Elkin et al., 2015). This fact could be the reason for the
non-enhanced toxicity of DOX-loaded PCL NPs in the non-tumor H9C2 cells.
Interestingly, although the intracellular localization of DOX (nucleus/cytoplasm)
was similar after treatments with DOX-loaded NPs and free DOX, a greater
presence of DOX in cytoplasm was detected with the use of the PCL NPs. These
results support studies showing a higher cytoplasmic location of DOX when loaded
in PCL NPs in comparison to free DOX, possibly due to the continuous release of
DOX from the polymer (Cheng et al., 2012; Li et al., 2013). Other studies showed a
cytoplasmic localization of the FITC-loaded copolymer using copolymers of PEG-
PCL-polyethylenimine (PCIF) loaded with DOX and FITC in the 4T1 mouse breast
cancer cell line while the intracellular location of DOX was predominantly nuclear
(Guo et al., 2015). Recently, a preferential cytoplasmic localization around the
nucleus was also observed with the use of coumarin-6-loaded PCL-PGS NPs
(Suksiriworapong et al., 2010).

When DOX-loaded PCL NPs were administered to mice bearing
subcutaneous tumors of breast and lung cancer, a significant volume reduction
(=36%) in both tumors was demonstrated in comparison to those treated with free
DOX (Fig. 6A). This increased antitumoral activity of the drug was accompanied by
a clear increase in the survival rate, but only in the case of mice bearing lung tumors.
There are not many zz vivo studies with similar PCL NPs, but Wang et al. (2013)
showed more limited results using curcumin and DOX cotransported in the micelles
of PEG-PCL NPs in C57BL/6 mice bearing subcutaneous tumors from the L.I/2
cell line in comparison to the free drug. Similar tumor volume progression was
observed with some DOX-loaded polymer-caged nanobins or DOX-loaded non-
mineralized micelles in lung or breast cancer xenograft models induced with MDA-
MB-231 cells (Lee et al., 2010; Min et al., 2012). Recently, lipidic nanoformulations,
such as nanostructured lipid carriers and liposomes, also improved the DOX

antitumor activity in a breast cancer 7z vio model induced by the 4T1 cell line
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(Fernandes et al., 2016). However, unlike DOX-loaded PCL NPs, none of these
latter nanoformulations were assayed for cardiotoxicity or hematological toxicity.

In addition, PCL. NPs may be improved by using magnetic nanoparticles, as
recently shown by Tang et al. (2016) who obtained an increased DOX accumulation
around the tumor tissues (murine hepatocarcinoma from the H22 cell line) using
magnetic PCL-PEG micelles. Other drugs such as quercetin and genistein have
shown improved 7 vivo antitumor activity thanks to the use of PCL NPs. Quercetin-
loaded monomethoxy PEG-PCL and genistein-loaded TPGS-4-PCL NPs induced a
greater reduction in the tumor volume of BALB/c mice bearing colon tumors from
the CT26 and Hel.a cell lines, respectively (Xu et al., 2015; Zhang et al., 2015). The
treatment was well tolerated, not inducing major alterations in the weight of the
mice.

Finally, the modulation of DOX toxicity through association with PCL NPs
was analyzed in the mice. Administering a single dose of free DOX (10mg of
DOX/kg body weight) induced some myocardium injury, supported by a significant
increase in the CRP cardiovascular damage marker in serum. In addition, free DOX
altered blood parameters in mice, inducing a significant decrease in the WBC value.
Interestingly, the DOX-loaded PCL NP treatment neither modified the WBC value
nor altered the tissue histology or cardiovascular damage blood markers (MMP-9,
sVACM-1 and CRP) compared to the control mice. These blood markers are
currently used to detect cardiovascular diseases (Chua et al., 2016; Ky et al., 2014;
Okur et al,, 2016) and it is known that they increase in blood when DOX is
administered, particularly in the case of CRP (Ky et al, 2014). These results
therefore suggest that DOX-loaded PCILL NPs reduce the classical drug toxicity in
myocardium, as well as blood toxicity. In fact, modulation of the DOX
biodistribution caused by the use of a nanocarrier (PCL NP) may be correlated with
changes in the accumulation of DOX in cardiac tissue (Chen et al., 2013, 2016; Tran
et al, 2014; Xie et al, 2014). Neither free DOX nor DOX-loaded PCL NP
treatments caused weight loss or other alterations in tissues, such as the lungs
(pulmonary congestion) or liver (hepatocytes necrosis), probably due to the DOX

dosage administered (Zhu et al., 2014). In this context, decreased DOX toxicity with
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the use of PCLL NPs as the carrier, has also been recently described by Sun et al.
(2016), demonstrating less modulation of theWBC and MPV blood parameters in
mice with melanoma with the use monomethoxy PEG-PCL DOX NPs in
comparison to the free drug. Similar results were reported by Chen et al. (2016)
when DOX and PTX-loaded PCL NPs were used to co-treat BALB/c nude mice

bearing subcutaneous KBv tumors.

5. Conclusion

In conclusion, the z vitro analysis of DOX-loaded PCL. NPs demonstrated a
significant increase of DOX cytotoxicity in all lung and breast cancer cells tested, in
comparison to free DOX, causing a decrease of up to 98% of the drug IC50 (E0771
cell line). Biodegradable PCL nanocarriers showed good biocompatibility even at the
highest concentrations. In addition, DOX-loaded PCL NPs increased drug
internalization in both breast and lung tumor cells. An analysis of breast and lung
cancer xenografts showed a greater reduction in tumor volume (up to 36%) when
DOX-loaded PCL NPs were used in comparison to free DOX. Moreover, DOX-
loaded PCL NPs were able to reduce DOX toxicity z vivo without causing
myocardial injury or modulation of blood cell parameters. The results with the
DOX-loaded PCL. NP formulation suggest that it has significant potential for
further translation into clinical applications.

Supplementary data to this article can be found online at

http://dx.doi.org/10.1016/j.ejps.2017.02.026.
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The following is the supplementary data related to this article.
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Fig. 18. In vitro cytotoxicity of non-tumor rat embryonic cardiomyocyte cell line HIC2 treated with
DOX, PCL-DOX (A) and PCL NPs (B). The growth of the cell line was evaluated after exposure
over a 48 h period to a wide range (0.01-10 uM) of the diverse treatments. The data represents the

mean value + S.D. of triplicate cultures.

Acknowledgements

Research leading to these results has received funding by the Consejeria de
Salud from Junta de Andalucia (Spain) through projects Project P1-0476-2016 and
P11-CTS-7649 and by University of Granada project PP2015-13. The authors wish
to express their gratitude to G. Ortiz Ferron (CIC, University of Granada, Spain) for
his skillful assistance with cytometry experiments. All authors have given approval

to the final version of the manuscript.

References

Angsutararux, P., Luanpitpong, S., Issaragrisil, S., 2015. Chemotherapy-induced
cardiotoxicity: overview of the roles of oxidative stress. Oxidative Med. Cell.

Longev. 2015:795602. http://dx.doi.org/10.1155/2015/795602.

Arias, J.L., Lopez-Viota, M., Saez-Fernandez, E., Ruiz, M.A., 2010. Formulation and

physicochemical characterization of poly(epsilon-caprolactone) nanoparticles loaded
195



Capitulo 1. Vehiculizacion de doxorrubicina Material, métodos y resultados

with ftorafur and diclofenac sodium. Colloids Surf. B Biointerfaces 75:204—208.
http://dx.doi.org/10.1016/j.colsurfb.2009.08.032.

Arunraj, T.R., Sanoj Rejinold, N., Ashwin Kumar, N., Jayakumar, R., 2013.
Doxorubicin-chitin-poly(caprolactone) composite nanogel for drug delivery. Int. J.

Biol. Macromol. 62:35-43. http://dx.doi.org/10.1016/].ijbiomac.2013.08.013.

Blanco, E., Ferrari, M., 2014. Emerging nanotherapeutic strategies in breast cancer.

Breast (Edinb. Scotl.) 23:10-18. http://dx.doi.org/10.1016/j.breast.2013.10.006.

Chen, Y., Yang, W., Chang, B., Hu, H., Fang, X., Sha, X., 2013. In vivo distribution
and antitumor activity of doxorubicin-loaded N-isopropylacrylamide-co-methacrylic
acid coated mesoporous silica nanoparticles and safety evaluation. Eur. J. Pharm.

Biopharm. 85:406-412. http://dx.doi.org/10.1016/j.¢jpb.2013.06.015.

Chen, Y., Zhang, W., Huang, Y., Gao, I., Fang, X., 2016. In vivo biodistribution
and antitumor efficacy evaluation of doxorubicin and paclitaxel-loaded pluronic
micelles decorated with c(RGDyK) peptide. PLoS One 11, e0149952.
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0149952.

Cheng, Y., Hao, J., Lee, L.A., Biewer, M.C., Wang, Q., Stefan, M.C.;, 2012.
Thermally controlled release of anticancer drug from self-assembled y-substituted

amphiphilic ~ poly(e-caprolactone) micellar nanoparticles. Biomacromolecules

13:2163-2173. http://dx.doi.org/10.1021/bm300823y.

Chua, S., Lee, F.-Y., Chiang, H.-J., Chen, K.-H., Lu, H.-I1., Chen, Y.-T., Yang, C.-C,,
Lin, K.-C., Chen, Y.-L., Kao, G.-S., Chen, C.-H., Chang, H.-W., Yip, H.-K., 2016.
The cardioprotective effect of melatonin and exendin-4 treatment in a rat model of
cardiorenal syndrome. J. Pineal Res. 61:438—450.
http://dx.doi.org/10.1111/jpi.12357.

196



Capitulo 1. Vehiculizacion de doxorrubicina Material, métodos y resultados

Cirpanli, Y., Allard, E., Passirani, C., Bilensoy, E., Lemaire, L., Cals, S., Benoit, J.-P.,
2011. Antitumoral activity of camptothecin-loaded nanoparticles in 9L rat glioma
model. Int. J. Pharm. 403:201-206.
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijpharm.2010.10.015.

Dash, T.K., Konkimalla, V.B., 2012. Poly-e-caprolactone based formulations for
drug delivery and tissue engineering: a review. J. Control. Release 158:15-33.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jconrel.2011.09.064.

Decuzzi, P., Pasqualini, R., Arap, W., Ferrari, M., 2009. Intravascular delivery of
particulate systems: does geometry really matter? Pharm. Res. 26:235-243.
http://dx.doi.org/10.1007/s11095-008-9697-x.

Doroshow, J.H., 1983. Effect of anthracycline antibiotics on oxygen radical

formation in rat heart. Cancer Res. 43, 460—472.

Eatemadi, A., Darabi, M., Afraidooni, L., Zarghami, N., Daraee, H., Eskandari, L.,
Mellatyar, H., Akbarzadeh, A., 2016. Comparison, synthesis and evaluation of
anticancer drug loaded polymeric nanoparticles on breast cancer cell lines. Artif.
Cells Nanomed. Biotechnol. 44:1008-1017.
http://dx.doi.org/10.3109/21691401.2015.100851.

Elkin, S.R., Bendris, N., Reis, C.R., Zhou, Y., Xie, Y., Huffman, K.E., Minna, J.D.,
Schmid, S.L., 2015. A systematic analysis reveals heterogeneous changes in the

endocytic  activities ~ of  cancer cells. Cancer  Res.  75:4640—4650.

http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.
Ferlay, J., Soerjomataram, 1., Ervik, M., Dikshit, R., Eser, S., Mathers, C., Rebelo,

M., Parkin, D.M., Forman, D., Bray, F., 2013. GLOBOCAN 2012 v1.0, Cancer
Incidence and Mortality Worldwide: IARC CancerBase No. 11. International

197



Capitulo 1. Vehiculizacion de doxorrubicina Material, métodos y resultados

Agency for Research on Cancer, Lyon, France http://globocan.iarc.fr (accessed on

day/month/year accessed 11.11.15).

Fernandes, R.S., Silva, J.O., Monteiro, L.O., Leite, E.A., Cassali, G.D., Rubello, D.,
Cardoso, V.N., Ferreira, I..A., Oliveira, M.C., de Barros, A.L., 2016. Doxorubicin-
loaded nanocarriers: a comparative study of liposome and nanostructured lipid

carrier as alternatives for cancer therapy. Biomed. Pharmacother. 84:252-257.

http://dx.doi.org/10.1016/j.biopha.2016.09.032.

Gao, Y., Chen, Y., Ji, X., He, X,, Yin, Q., Zhang, Z., Shi, |., Li, Y., 2011. Controlled
intracellular release of doxorubicin in multidrug-resistant cancer cells by tuning the

shell-pore sizes of mesoporous silica nanoparticles. ACS Nano 5:9788-9798.
http://dx.doi.org/10.1021/nn2033105.

Gou, M., Zheng, X., Men, K., Zhang, J., Zheng, L., Wang, X., Luo, F., Zhao, Y.,
Zhao, X., Wei, Y., Qian, Z., 2009. Poly(epsilon-caprolactone)/poly(ethylene
glycol)/poly(epsiloncaprolactone) nanopatticles: preparation, characterization, and
application in doxorubicin delivery. J. Phys. Chem. B 113:12928-12933.
http://dx.doi.org/10.1021/jp905781g.

Gou, M., Wei, X., Men, K., Wang, B., Luo, F., Zhao, X., Wei, Y., Qian, Z., 2011.
PCL/PEG copolymeric nanoparticles: potential nanoplatforms for anticancer agent

delivery. Curr. Drug Targets 12, 1131-1150.
Govender, J., Loos, B., Marais, E., Engelbrecht, A.-M., 2014. Mitochondrial
catastrophe during doxorubicin-induced cardiotoxicity: a review of the protective

role of melatonin. J. Pineal Res. 57:367-380. http://dx.doi.org/10.1111/jpi.12176.

Guo, Q., Kuang, L., Cao, H., Li, W., Wei, J., 2015. Self-assembled mPEG-PCL-g-

PEI micelles for multifunctional nanoprobes of doxorubicin delivery and magnetic

198



Capitulo 1. Vehiculizacion de doxorrubicina Material, métodos y resultados

resonance imaging and optical imaging. Colloids Surf. B Biointerfaces 136:687—693.
http://dx.doi.org/10.1016/j.colsurfb.2015.10.013.

Hira, S.K., Mishra, AK., Ray, B., Manna, P.P., 2014. Targeted delivery of
doxorubicin-loaded poly (e-caprolactone)-b-poly (N-vinylpyrrolidone) micelles
enhances antitumor effect in lymphoma. PLoS One 9, ¢94309.

http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0094309.

Karanam, V., Marslin, G., Krishnamoorthy, B., Chellan, V., Siram, K., Natarajan, T,
Bhaskar, B., Franklin, G., 2015. Poly (e-caprolactone) nanoparticles of carboplatin:
preparation, characterization and in vitro cytotoxicity evaluation in U-87 MG cell
lines. Colloids Surf. B Biointerfaces 130:48-52.
http://dx.doi.org/10.1016/j.colsurfb.2015.04.005.

Kumar, A, Lale, S.V., Mahajan, S., Choudhary, V., Koul, V., 2015. ROP and ATRP
fabricated dual targeted redox sensitive polymersomes based on pPPEGMA-PCL-ss-
PCL-pPEGMA triblock copolymers for breast cancer therapeutics. ACS Appl.
Mater. Interfaces 7: 9211-9227. http://dx.doi.org/10.1021 /acsami.5b01731.

Ky, B., Putt, M., Sawaya, H., French, B., Januzzi, J.L., Sebag, 1.A., Plana, ].C,
Cohen, V., Banchs, J., Carver, J.R., Wiegers, S.E., Martin, R.P., Picard, M.H.,
Gerszten, R.E., Halpern, E.F., Passeri, J., Kuter, 1., Scherrer-Crosbie, M., 2014.
Early increases inmultiple biomarkers predict subsequent cardiotoxicity in patients

with breast cancer treatedwith doxorubicin, taxanes, and trastuzumab. J.Am. Coll.

Cardiol. 63:809-816. http://dx.doi.org/10.1016/j.jacc.2013.10.061.

Lee, S.M., Ahn, R'W., Chen, F.,; Fought, A.J., O'Halloran, T.V., Cryns, V.L,
Nguyen, S.T., 2010. Biological evaluation of pH-responsive polymer-caged nanobins
for breast cancer therapy. ACS Nano 4:4971-4978.
http://dx.doi.org/10.1021/n0n100560p.

199



Capitulo 1. Vehiculizacion de doxorrubicina Material, métodos y resultados

Lee, R.-S,, Li, Y.-C, Wang, S.-W., 2015. Synthesis and characterization of
amphiphilic photocleavable polymers based on dextran and substituted-e-
caprolactone. Carbohydr. Polym. 117:201-210.
http://dx.doi.org/10.1016/j.carbpol.2014.09.062.

Letchford, K., Liggins, R., Wasan, K.M., Burt, H., 2009. In vitro human plasma
distribution of nanoparticulate paclitaxel is dependent on the physicochemical

properties of poly(-ethylene glycol)-block-poly(caprolactone) nanoparticles. Eur. J.
Pharm. Biopharm. 71:196-206. http://dx.doi.org/10.1016/j.ejpb.2008.08.003.

Li, B., Wang, Q., Wang, X., Wang, C., Jiang, X., 2013. Preparation, drug release and
cellular uptake of doxorubicin-loaded dextran-4-poly(e-caprolactone) nanoparticles.

Catbohydt. Polym. 93:430-437. http://dx.doi.org/10.1016/j.carbpol.2012.12.051.

Li, M., Liu, P., Gao, G., Deng, J., Pan, Z., Wu, X., Xie, G., Yue, C., Cho, C.H., Ma,
Y., Cai, L., 2015. Smac therapeutic peptide nanoparticles inducing apoptosis of

cancer cells for combination chemotherapy with doxorubicin. ACS Appl. Mater.

Interfaces 7:8005-8012.http://dx.doi.org/10.1021/acsami.5b00329.

Liu, Q., Li, R.-T., Qian, H.-Q., Yang, M., Zhu, Z.-S., Wu, W., Qian, X.-P., Yu, L.-X_,
Jiang, X.-Q., Liu, B.-R., 2012. Gelatinase-stimuli strategy enhances the tumor
delivery and therapeutic efficacy of docetaxel-loaded poly(ethylene glycol)-poly(e-

caprolactone) nanoparticles. Int. J. Nanomedicine 7:281-295.

http://dx.doi.org/10.2147 /IJN.S26697.

Marslin, G., Sarmento, B.F.C.C., Franklin, G., Martins, J.A.R., Silva, C.J.R., Gomes,
AF.C, Sarria, M.P., Coutinho, O.M.F.P.,, Dias, A.C.P.,, 2016. Curcumin
encapsulated into methoxy poly(ethylene glycol) poly(e-caprolactone) nanoparticles

increases cellular uptake and neuroprotective effect in glioma cells. Planta Med.

http://dx.doi.org/10.1055/s-0042-112030.

200



Capitulo 1. Vehiculizacion de doxorrubicina Material, métodos y resultados

Melguizo, C., Cabeza, L., Prados, J., Ortiz, R., Caba, O., Rama, A.R., Delgado, AV,
Arias, J.L., 2015. Enhanced antitumoral activity of doxorubicin against lung cancer

cells using biodegradable poly(butylcyanoacrylate) nanoparticles. Drug Des. Devel.
Ther. 9:6433—6444. http://dx.doi.org/10.2147/DDDT.S92273.

Mellman, I., Yarden, Y., 2013. Endocytosis and cancer. Cold Spring Harb. Perspect.
Biol. 5:a016949. http://dx.doi.org/10.1101/cshperspect.a016949.

Min, K.H., Lee, H.J., Kim, K., Kwon, I.C., Jeong, S.Y., Lee, S.C., 2012. The tumor
accumulation and therapeutic efficacy of doxorubicin carried in calcium phosphate-

reinforced polymer nanoparticles. Biomaterials 33:5788-5797.
http://dx.doi.org/10.1016/j.biomaterials.2012.04.057.

Okur, A., Karadeniz, C., Ozhan Oktar, S., Pmarl, F.G., Aral, A., Oguz, A., 2016.
Assessment of brachial artery reactivity, carotid intima-media thickness, and

adhesion molecules in pediatric solid tumor patients treated with anthracyclines.
Pediatr. Hematol. Oncol. 33:178-185.
http://dx.doi.org/10.3109/08880018.2016.1146375.

Ortiz, R., Cabeza, L., Arias, J.L., Melguizo, C., Alvarez, P.J., Vélez, C., Clares, B.,
Aranega, A., Prados, J., 2015. Poly(butylcyanoacrylate) and poly(e-caprolactone)
nanoparticles loaded with 5-fluorouracil increase the cytotoxic effect of the drug in
experimental colon cancer. AAPS J. 17:918-929.
http://dx.doi.org/10.1208/s12248-015-9761-5.

Pohlmann, A.R., Fonseca, F.N., Paese, K., Detoni, C.B., Coradini, K., Beck, R.C.,
Guterres, S.S., 2013. Poly(e-caprolactone) microcapsules and nanocapsules in drug
delivery. Expert Opin. Drug Deliv. 10:623—-638.
http://dx.doi.org/10.1517/17425247.2013.769956.

201



Capitulo 1. Vehiculizacion de doxorrubicina Material, métodos y resultados

Sanna, V., Chamcheu, J.C., Pala, N., Mukhtar, H., Sechi, M., Siddiqui, I.A., 2015.
Nanoencapsulation of natural triterpenoid celastrol for prostate cancer treatment.

Int. J. Nanomedicine 10:6835-6846. http://dx.doi.org/10.2147 /IJN.S93752.

Shi, S., Shi, K., Tan, L., Qu, Y., Shen, G., Chu, B., Zhang, S., Su, X., Li, X., Wei, Y.,
Qian, Z., 2014. The use of cationic MPEG-PCL-g-PEI micelles for co-delivery of
Msurvivin -~ T34A  gene and doxorubicin.  Biomaterials — 35:4536—-4547.
http://dx.doi.org/10.1016/j.biomaterials.2014.02.010.

Suksiriworapong, J., Phoca, K., Ngamsom, S., Sripha, K., Moongkarndi, P.,
Junyaprasert, V.B., 2016. Comparison of poly(e-caprolactone) chain lengths of
poly(e-caprolactone)-co-d-a-tocopheryl-poly(ethylene  glycol) 1000  succinate
nanoparticles for enhancement of quercetin delivery to SKBR3 breast cancer cells.

Eur. J. Pharm. Biopharm. 101:15-24. http://dx.doi.otg/10.1016/i.¢jpb.2016.01.008.

Sun, C., Zhou, L., Gou, M., Shi, S., Li, T., Lang, J., 2016. Improved antitumor
activity and reduced myocardial toxicity of doxorubicin encapsulated in MPEG-PCL
nanoparticles. Oncol. Rep. 35:3600-36006. http://dx.doi.org/10.3892/01.2016.4748.

Tacar, O., Sriamornsak, P., Dass, C.R., 2013. Doxorubicin: an update on anticancer

molecular action, toxicity and novel drug delivery systems. J. Pharm. Pharmacol.

65:157-170. http://dx.doi.org/10.1111/7.2042-7158.2012.01567 .x.

Tang, Z., Zhang, L., Wang, Y., Li, D., Zhong, Z., Zhou, S., 2016. Redox-responsive
star-shaped magnetic micelles with active-targeted and magnetic-guided functions
for cancer therapy. Acta Biomater. 42:232-246.
http://dx.doi.org/10.1016/j.actbio.2016.06.038.

Tran, T.-H., Nguyen, C.T., Gonzalez-Fajardo, L., Hargrove, D., Song, D.,
Deshmukh, P., Mahajan, L., Ndaya, D., Lai, L., Kasi, RM., Lu, X., 2014. Long

circulating self-assembled nanoparticles from cholesterol-containing brush-like

202



Capitulo 1. Vehiculizacion de doxorrubicina Material, métodos y resultados

block copolymers for improved drug delivery to tumors. Biomacromolecules

15:4363-4375. http://dx.doi.org/10.1021/bm5013822.

Vejpongsa, P., Yeh, E.T.H., 2014. Topoisomerase 2f3: a promising molecular target
for primary prevention of anthracycline-induced cardiotoxicity. Clin. Pharmacol.

Ther. 95:45-52. http://dx.doi.org/10.1038/clpt.2013.201.

Wang, B.-L., Shen, Y., Zhang, Q., Li, Y., Luo, M., Liu, Z., Li, Y., Qian, Z., Gao, X,
Shi, H., 2013. Codelivery of curcumin and doxorubicin by MPEG-PCL results in

improved efficacy of systemically administered chemotherapy in mice with lung

cancer. Int. J. Nanomedicine 8:3521-3531. http://dx.doi.org/10.2147 /1JN.S45250.

Wei, X., Gong, C., Gou, M., Fu, S., Guo, Q., Shi, S., Luo, F., Guo, G., Qiu, L,
Qian, Z., 2009. Biodegradable poly(epsilon-caprolactone)-poly(ethylene glycol)

copolymers as  drug delivery system. Int. J. Pharm. 381:1-18.
http://dx.doi.org/10.1016/}.ijpharm.2009.07.033.

Weiss, R.B., 1992. The anthracyclines: will we ever find a better doxorubicin? Semin.

Oncol. 19, 670-6806.

Xie, M., Xu, Y., Shen, H., Shen, S., Ge, Y., Xie, J., 2014. Negative-charge-
functionalized mesoporous silica nanoparticles as drug vehicles targeting
hepatocellular carcinoma. Int. J. Pharm. 474:223-231.
http://dx.doi.org/10.1016/}.ijpharm.2014.08.027.

Xu, G., Shi, H., Ren, L., Gou, H., Gong, D., Gao, X., Huang, N., 2015. Enhancing

the anti-colon cancer activity of quercetin by self-assembled micelles. Int. J.

Nanomedicine 10:2051-2063. http://dx.doi.org/10.2147 /IJN.S75550.

203



Capitulo 1. Vehiculizacion de doxorrubicina Material, métodos y resultados

Zhang, J., Men, K., Gu, Y., Wang, X., Gou, M., Guo, G., Luo, F., Qian, Z., 2011.
Preparation of core cross-linked PCL-PEG-PCL micelles for doxorubicin delivery
in vitro. J. Nanosci. Nanotechnol. 11, 5054-5061.

Zhang, H., Liu, G., Zeng, X., Wu, Y., Yang, C., Mei, L., Wang, Z., Huang, L., 2015.
Fabrication of genistein-loaded biodegradable TPGS-4-PCL nanoparticles for
improved therapeutic effects in cervical cancer cells. Int. J. Nanomedicine 10:2461—

2473, http://dx.doi.org/10.2147 /IJN.S78988.

Zheng, L., Gou, M., Zhou, S., Yi, T., Zhong, Q., Li, Z., He, X., Chen, X., Zhou, L.,
Wei, Y., Qian, Z., Zhao, X., 2011. Antitumor activity of monomethoxy
poly(ethylene glycol)-poly (e-caprolactone) micelle-encapsulated doxorubicin against
mouse melanoma. Oncol. Rep. 25:1557-1564.
http://dx.doi.org/10.3892/0r.2011.1243.

Zhu, Q., Jia, L., Gao, Z., Wang, C., Jiang, H., Zhang, J., Dong, L., 2014. A tumor
environment responsive doxorubicin-loaded nanoparticle for targeted cancer

therapy. Mol. Pharm. 11:3269-3278. http://dx.doi.org/10.1021/mp4007776.

Zhu, Y., Sun, Y., Chen, Y., Liu, W,, Jiang, J., Guan, W., Zhang, Z., Duan, Y., 2015.
In vivo molecular MRI imaging of prostate cancer by targeting PSMA with

polypeptide-labeled superparamagnetic iron oxide nanoparticles. Int. J. Mol. Sci.
16:9573-9587. http://dx.doi.org/10.3390/ijms16059573.

204



Capitulo 2. Vehiculizacion de 5-fluoronracilo Material, métodos y resultados
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Abstract

The clinical use of 5-fluorouracil, one of the drugs of choice in colon cancer
therapy, is limited by a nonuniform oral absorption, a short plasma half-life, and by
the development of drug resistances by malignant cells. We hypothesized that the
formulation of biodegradable nanocarriers for the efficient delivery of this
antitumor drug may improve its therapeutic effect against advanced or recurrent
colon cancer. Hence, we have engineered two 5-fluorouracil-loaded nanoparticulate
systems based on the biodegradable polymers poly(butylcyanoacrylate) and poly(e-
caprolactone). Drug incorporation to the nanosystems was accomplished by
entrapment (encapsulation/dispersion) within the polymeric network duting
nanoparticle synthesis, ze, by anionic polymerization of the monomer and
interfacial polymer disposition, respectively. Main factors determining 5-fluorouracil
incorporation within the polymeric nanomatrices were investigated. These
nanocarriers were characterized by high drug entrapment efficiencies and sustained
drug-release profiles. Iz vitro studies using human and murine colon cancer cell lines
demonstrated that both types of nanocarriers significantly increased the
antiproliferative effect of the encapsulated drug. In addition, both nanoformulations
produced 77 vivo an intense tumor growth inhibition and increased the mice survival
rate, being the greater tumor volume reduction obtained when using the poly(e-
caprolactone)-based formulation. These results suggest that these nanocarriers may
improve the antitumor activity of 5-fluorouracil and could be used against advanced

or recurrent colon cancet.

Key words

5-fluorouracil; colon cancer; poly(butylcyanoacrylate); poly(e-caprolactone);

polymeric nanoparticles.
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Introduction

Colon cancer is one of the three most frequently diagnosed cancers (1). This
severe disease has an excellent prognosis if it is diagnosed at an early stage.
However, 25% of colon cancer patients develop metastasis, thus requiring
chemotherapy which is frequently based on 5-fluorourcail (5-FU), a first line
antitumor molecule (2). Unfortunately, patients in an advanced stage usually have a
poor response to chemotherapy with a 5-year survival rate of 10% (3).

5-FU can also be found in combined chemotherapy schedules, ¢.g., associated
to irinotecan (a combination of irinotecan with 5-FU and folinic acid (FOLFIRI)),
oxiplatin (a combination of oxaliplatin, 5-FU, and folinic acid (FOLFOX)), or to
new drug molecules, eg, epidermal growth factor receptor inhibitors and
angiogenesis inhibitors. However, rapid metabolism, low accumulation into tumor
tissues, systemic toxicity, and the development of resistances by malignant cells are
frequently implicated in drug therapy failure (4—6). Thus, new therapeutic strategies
are needed to overcome these limitations and to improve current colon cancer
therapies.

In the context of cancer treatment, the use of nanoparticles (NPs; preferably
<100 nm) as drug delivery systems can provide significant advantages over the use
of free drug molecules. In fact, nanoparticulate systems can radically affect drug
biodistribution, therefore increasing drug concentration and specificity toward
malignant tissues. Additionally, NPs can prolong the plasma half-life of cytotoxic
drugs while keeping to a (very) minimum the associated drug toxicity (7).
Interestingly, these nanosystems have been further described to overcome drug
resistances developed by tumor cells, thereby significantly increasing the drug
accumulation within these cells (8). Furthermore, tumor-selective drug targeting can
be possible by formulating nanocarriers appropriately surface functionalized with
targeting molecules (9).

In the specific case of colon cancer, many types of polymeric NPs have been
proposed to optimize drug therapy (10). Amongst them, poly(butylcyanoacrylate)
(PBCA) and poly(e-caprolactone) (PCL) NPs may be of significant interest given
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their biodegradable and biocompatible character, coupled with their capacity to
extend the plasma half-life of drug molecules while reducing their unspecific
cytotoxicity (7,11,12). For instance, PCLL NPs have been satisfactorily loaded with
different drug molecules, e.g., gemcitabine (13), doxorubicin (14), and ftorafur (15).
Recently, 5-FU-loaded PCL. NPs have been engineered as injectable anticancer
implants (106), intraperitoneally administered against peritoneal carcinomatosis (17),
and associated with suicide gene therapy against colon cancer (18). Regarding PBCA
NPs, they have been loaded with curcumin (19), paclitaxel (20,21), and gemcitabine
(22) for the efficient treatment of different types of cancer. In this line,
poly(alkylcyanoacrylate) NPs adequately surface functionalized have been described
to bypass the blood—brain barrier, thus demonstrating significant potential for the
delivery of antitumor agent against brain malignancies (23-25). Furthermore,
poly(alkylcyanoacrylates) can overcome drug resistances developed by cancer cells
(26). Unfortunately, neither PCL nor PBCA nanoparticulate systems have been
properly analyzed as potential tools in drug delivery against colon cancer.

In this study, we report the synthesis and characterization of two 5-FU-
loaded biodegradable NPs based on PBCA and PCL and synthesized by anionic
polymerization of the monomer and interfacial polymer disposition methodologies,
respectively. Four colon cancer cell lines and a normal colon cell line were used to
investigate the 7z vitro antiproliferative activity of both types of 5-FU-loaded NPs in
comparison with the free drug. In addition, zz vivo tumor growth inhibition, survival,

and toxicity were evaluated in immunocompetent C57BL/6 mice.

Materials and methods

Materials

All chemicals were of analytical quality from Sigma-Aldrich Chemical Co.

(Spain). Butylcyanoacrylate is a generous gift from Henkel Loctite (Ireland).
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Synthesis of 5-Fluorouracil Nanocarriers Based on Poly(butylcyanoacrylate)
and Poly(e-caprolactone)

PBCA NPs were formulated by emulsion polymerization of the
butylcyanoacrylate monomer in an aqueous solution (22). Briefly, 1 mL of an
acetone solution of the monomer (10%, w/v) was added drop-wise, under
mechanical stirring (10,000 rpm), to 10 mL of an aqueous solution containing 10~#
N HNO; and the stabilizing agent dextran-70 (0.5%, w/v). After 6 h,
polymerization was terminated by neutralization of the aqueous medium with
sufficient amount of a KOH 0.1 M aqueous solution.

PCL NPs were synthesized by interfacial polymer disposition (18,27). In a
few words, 5 mL of a dichloromethane solution of the polymer (2%, w/v) were
incorporated drop-wise, under mechanical stirring (10,000 rpm), to 25 mL of an
aqueous solution containing dextran-70 (0.5%, w/v). Mechanical stirring was
continued for 3 h to assure the complete precipitation of the polymeric particles.

5-FU entrapment into PBCA and PCL NPs was based on the previously
described preparation methodologies with the following additional steps: (i)
preparing the aqueous medium with increasing concentrations of the anticancer
drug (up to 0.01 M), and then adding drop-wise the organic solution of the
monomer (or polymer in the case of PCL); or, alternatively, (i) preparing the
aqueous medium, followed by the drop-wise incorporation of an organic solution of
the monomer (or polymer in the case of PCL) containing adequate quantities of 5-
FU (up to 0.01 M). Both procedures aimed to optimize the drug-loading efficacy to
the NPs; concretely, the influence of including 5-FU molecules in the organic phase
(in direct contact with the polymer PCL or the monomer butylcyanoacrylate) or in
the aqueous media was analyzed. The aim of this study was to clarify whether the
inclusion of the active agent in the phase where the polymer/monomer is dissolved
will minimize drug escape to the aqueous media, thus maximizing the drug-loading
efficiencies. In fact, it is expected that drug incorporation into this organic phase
will maximize the contact between the polymer PCL (or butylcyanoacrylate

monomer) and the active agent, thus making possible greater 5-FU-loading (and
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entrapment) efficiencies. Solvents used in this study were the ones employed in the
best NP preparation conditions (acetone to dissolve the butylcyanoacrylate
monomer and dichloromethane to dissolve PCL). 5-FU was found to be freely
soluble in acetone (43 mg/ml) and in dichloromethane (52 mg/mL).

The influence of the concentration of stabilizing agent and monomer (or
polymer in the case of PCL) on 5-FU entrapment was also investigated. To that aim,
the amount of monomer (or polymer in the case of PCL) added to the organic (or
aqueous) solution was varied from 0.1 to 1 g, and the concentration of stabilizing
agent in the aqueous phase was varied between 0% and 3% (w/v). The production

performance (yield, %) of all the formulation conditions was determined:

mass of nanopartides loaded with drug (mg) <100

Yield (%)= . . . .
mass of materials used in the synthesis of the nanopartides (mg) 1)

Finally, in all cases, the final step of the preparation procedure involved the
complete evaporation of the organic solvent (acetone in the case of PBCA or
dichloromethane in the case of PCL) by using a BuchiRotavapor® rotary evaporator
(Bichi Labortechnik AG, Flawil, Switzerland) (working at a prefixed temperature of
37°C) to obtain the whitish aqueous NP dispersion. The colloid was then subjected
to a cleaning process involving subsequent cycles of centrifugation (25 min at
11,000 rpm; Centrikon T-124 high-speed centrifuge, Kontron, France) and re-
dispersion in water, until the conductivity of the supernatant was <10 pS/cm.

The nanoformulations were prepared under aseptic conditions in a sterile
laminar flow hood, and attention was paid to avoid the contamination of the
samples by external environment during manufacture and prior to injection into
animals. In brief, a direct path was maintained between the filter and the area inside
the hood where the nanosystems were prepared. Waste and other items never
entered the hood. Hands and arms were washed before compounding or re-entering
the hood and were kept within the cleaned area of the hood. Spraying or squirting
solutions onto the high efficiency particulate air (HEPA) filter was avoided. Outer

pouches and wraps were removed at the edge of the work area. Before and after
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preparing the nanoformulations, the work surface of the hood was thoroughly

cleaned with alcohol.

Characterization Methods

Mean particle diameter (*standard deviation) was determined in triplicate at
25.0%0.5°C by photon correlation spectroscopy (PCS; Malvern Autosizet® 4700,
Malvern Instruments Ltd., UK). The scattering angle was set at 60°, and the
measurement was made after suitable dilution of the aqueous NP dispersions
(=0.1%, w/v) with an aqueous solution containing dextran-70 (0.5%, w/v). The
stability of the nanoformulations was evaluated by measuring both the size and 5-
FU loading values after 3 months of storage at 4.0 +0.5°C in water.

In order to corroborate the size measurements, dilute aqueous NP
dispersions (=0.1%, w/v) were observed by highresolution transmission electron
microscopy (HRTEM; set at 80 kV accelerating voltage; Stem Philips CM20 High-
Resolution Transmission FElectron Microscope, The Netherlands). Prior to
observation, the dispersions were sonicated during 3 min, and drops were placed on
copper grids with formvar film. The grids were then dried at 25.0£0.5°C in a
convection oven.

Ultraviolet (UV) absorbance measurements (8500 UV-vis Dinko
Spectrophotometer, Dinko, Spain) were carried out in triplicate at the maximum
absorbance wavelength (266 nm) to determine the 5-FU concentration in all the
nanoformulations. To that aim, quartz cells of 1 cm path length were used. A good
linearity between UV absorbance values and drug concentration up to 0.4 mM was
observed. The molar absorbance coefficient (7300£100 L. mol~! cm™!) used in these
measurements was calculated from the leastsquare fitting of the data obtained in an
UV absorbance/5-FU concentration calibration curve. The anticancer drug was
found to be stable in pH 7.4 phosphate-buffered saline (PBS), and the validity of the
molar absorption coefficient at 266 nm was verified by UV absorbance

determinations at this pH.
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Prior to the quantification of the amount of 5-FU loaded to (or released
from) the polymeric NPs, the UV spectrophotometric method of analysis was
validated and verified. Concretely, the method was validated by comparing the
evaluation of drug concentration in two instances: a certain drug amount was
dissolved in supernatants of NP syntheses (carried out in absence of 5-FU), and the
same amount was dissolved in equal amounts of water. It was found that the drug
concentrations estimated (in the first case from the difference between the
absorbance of the drug plus supernatant solution and that of the supernatant) were
identical to within the experimental uncertainty. These tests were done in
sextuplicate and demonstrated the accuracy, precision, and linearity of the method
and the absence of molecular interactions. In addition, the experimental uncertainty
of the UV absorbance measurements was <5%.

Finally, the electrokinetic characteristics of both blank (drug-unloaded) and
drug-loaded NPs were determined by electrophoresis measurements in water
(=0.1% (w/v) NP concentration) at 25.0£0.5°C (Malvern Zetasizer® 2000
Electrophoresis Device, Malvern Instruments Ltd., UK). These determinations were
done after 24 h of contact of NPs in water (at pH 6 and 1 mM KNO3) under
mechanical stirring (50 rpm) at this temperature. The experimental uncertainty of
the measurements was <5%. The theory of O’Brien and White (28) was used to
convert the electrophoretic mobility (#) into zeta potential ({) values. Such
electrokinetic characterization was expected to confirm the type of 5-FU loading

(adsorption onto the particle surface or entrapment into the matrix).

5-Fluorouracil Loading Studies

Measurement of the amount of drug loaded to the NPs was done in triplicate
by UV spectrophotometric determinations of the 5-FU remaining in the aqueous
solution (being obtained upon filtration of the nanoparticulate dispersion through a
membrane filter; pore size, 0.1 pm) which was deduced from the total amount of
drug in the aqueous NP dispersion. 5-FU incorporation to the NPs was expressed in

terms of drug entrapment efficiency (%) and drug loading (%):
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Drugentrapmentefficiency (%) = mass of drugincorporated in the NP matrix (mg) « 100

massof drug usedin the experiment (mg) @)

mass of drugincorporatedin the NP matrix (mg) y
massobtained of NPsloaded withdrug (mg) 3)

Drugloading (%) =

For the method to be accurate, we considered the contribution to the
absorbance of sources other than variations in 5-FU concentration (eg., the
surfactant agent dextran-70), by subtracting the absorbance of the supernatant

produced in the same conditions but without the anticancer drug,.

5-Fluorouracil In Vitro Release Studies

5-FU release experiments were performed in triplicate following the dialysis
bag method and using polymeric NPs with the greater drug-loading values, Ze.,
~9.6% for PBCA NPs (Table I), and =26.8% for PCL NPs (Table II). These are the
nanoformulations that were investigated zz vitro and in vivo. The release medium was
PBS (pH=7.4%0.1) at 37.0%0.5°C. Briefly, the bags were soaked in water at
25.0£0.5°C during 10 h before use. The dialysis bag with a cut-off of 2000 Da
(Specttum® Spectra/Potr® 6 Dialysis Membrane Tubing, USA) retained the NPs but
permitted the free 5-FU to diffuse into the receiving phase (PBS, pH 7.4).
Practically, 3 mL of 5-FU-loaded PBCA (or PCL) NP dispersion (containing 3
mg/ml. of anticancer drug) were poured into the dialysis bag with the two ends
fixed by clamps. The bag was then placed in a conical flask filled with 100 mL of the
receiving phase and were stirred at 200 rpm. At different time intervals (0.5, 1, 3, 6,
9, 12, 24, 48, 72, 96, and 120 h), 2 mL samples of the medium were withdrawn for
UV spectrophotometric analysis at 266 nm. An equal volume of the release medium,
maintained at the same temperature, was added after sampling to ensure the sink

conditions.
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Table I. Effect of the Formulation Conditions (5-FU, Butylcyanoactrylate Monomer, and Dextran-

70 Concentrations) for Drug Absorption on Particle Size, 5-FU Entrapment Efficiency (%), 5-FU
Loading (%), and Zeta Potential ({, mV) Values of the Blank (5-FU Unloaded) PBCA NPs and the
5-FU-Loaded PBCA NPs Synthesized After Drug Dissolution in the Organic Phase

5-FU Butylcyanoacrylate Dextran-70 5-FU entrapment

(M) (%, wiv) (%, wiv) Size (nm) efficiency (%) 5-FU loading (%) £ (mV)

0 10 0.5 T5+10 - - 25+4

10 10 0.5 6613 (75+10) 43.5+4.2 (36.3£2.1) 0.057£0.005 (0.047+0.003) 28+2 (-26+3)
1077 10 0.5 8710 (77+13) 64.9+£3.6 (52.7+2.2) 0.84+0.05 (0.69+0.03) 25+5 (-24+2)
1072 10 0.5 81+11 (78+15) 73.8+3.4 (59.3£3.6) 0.59+0.44 (7.71+0.47) 2643 (~23+4)
il 10 0 Macroaggregates 3.1+1.3 (2.6+1.2) 0.41£0.17 (0.34+0.16) 27+2 (-25+3)
1077 10 1 T4+15 (69+11) T2.2+1.9 (38.7+4.8) 9.39+0.25 (7.64+0.62) 2046 (—-27+4)
1072 10 2 64+12 (84+13) 75.4+3.9 (60.1+2.7) 9.81+0.51 (7.82+0.35) 2541 (—23+5)
1072 10 3 68+10 (73+12) 69.9+4.6 (56.7+5.1) 9.09+0.59 (7.38+0.66) 262 (-27+1)
102 50 0.5 B4+11 (76+10) T1.4+2.8 (538.243.3) 1.86+0.07 (1.51+0.08) 2443 (—26+4)
1072 100 0.5 82413 (72+14) 73.2+2.9 (59.8+4.6) 0.95+0.04 (0.78=+0.06) 28+3 (-25+2)

Size, entrapment efficiency,

drug dissolution in the aqueous media are set in italics

and drug-loading values of 5-FU-loaded PBCA NPs obtained after

Table II. Effect of the Formulation Conditions (5-FU, PCL, and Dextran-70 Concentrations) for

Drug Absorption on Particle Size, 5-FU Entrapment Efficiency (%), 5-FU Loading (%), and Zeta
Potential ({, mV) Values of the Blank (5-FU Unloaded) PCL NPs and the 5-FU-Loaded PCL NPs

Synthesized After Drug Dissolution in the Organic Phase

5-FU PCL Dextran-70 5-FU entrapment

(M) (%, wv) (%, wv) Size (nm) efficiency (%) 5-FU loading (%) { (mV)

0 2 0.5 T0+15 - - 17+2

10°* 2 0.5 To+12 (77+13) 55.2+4.6 (41.4+3.9) 0.18+0.02 (0.14+0.01) 1443 (—-15+2)
103 2 0.5 67+14 (70+12) 74.6+3.1 (59.2+3.4) 2.43+0.11 (1.92+0.11) 1444 (~16+3)
1072 2 0.5 T9+16 (65+135) 82.4+4.2 (66.5+3.3) 26.8+1.4 (21.6+1.1) 1342 (=17+2)
1072 2 0 Macroaggre gates 3.7£1.2 (23+1.6) 1.21£0.39 (0.75+0.52) 1543 (—14+4)
10 2 1 T3+12 (81+14) 84.2+43.9 (67.2+£2.8) 27.4+1.3 (21.8+0.9) 1243 (=12+2)
10 2 2 64+17 (84+12) 80.3+3.2 (64.6+3.1) 26.1x1.1 (21.1+1.1) 15+4 (=14+2)
1072 2 3 T4+19 (71+16) 78.2+2.6 (61.3+4.2) 25.4+0.8 (19.9+1.4) 1643 (=15+3)
10 10 0.5 T0+10 (68+13) 81.6+3.7 (65.2+3.2) 5.31+0.24 (4.24+0.21) 13£2 (-12+3)
10 20 0.5 T5+15 (72+17) 85.1+4.1 (69.4+2.8) 2.77+0.13 (2.26+0.09) 1541 (—=16+2)

Size, entrapment efficiency, and drug-loading values of 5-FU-loaded PCL NPs obtained after drug

dissolution in the aqueous media are set in italics
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Cell Culture

Human colon cancer HT-29, T-84, and HCT-15 cell lines and the normal
human colon CCD-18 cell line were obtained from the American Type Culture
Collection (ATCC, USA). The mice colon cancer MC-38 cell line was kindly
provided by Dr. J. Scholl (Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA). The cell lines were maintained in culture at 37°C (in a
humidified 5% CO: incubator) in a Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM,;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) supplemented with 10% heatinactivated fetal
bovine serum (FBS) (Lonza, Walkersville, MD, USA) and 1% of an antibiotics
mixture of penicillin (10,000 U/mL) and streptomycin (10 mg/mL).

Proliferation Studies

Cells were seeded in 24-well plates (8103 cells/well for T-84 and MC-38,
and 10x103 cells/well for HT-29, HCT-15, and CCD-18) in 300 pL of
supplemented DMEM. After 24 h, treatments with 5-FU-loaded PBCA NPs and 5-
FU-loaded PCL NPs were administered at concentrations ranging from 0.01 to 20
uM, depending on the cell line. Treatments with 5-FU, blank PBCA NPs, and blank
PCL NPs under the same conditions were used as controls. Untreated cells were
used as negative control. Cells were maintained in culture during 72 h, fixed with
300 uL of trichloroacetic acid (TCA; 10%) for 20 min at 4°C, and stained with 300
uL of sulforhodamine B (SRB; 0.4%) during 20 min. After three washes with acetic
acid (1%), the dye was re-suspended in 10 mM and pH 10.5 Trizma®, and a
colorimetric assay was performed at 492 nm (Titertekmultiscan Colorimeter, Flow,
Irvine, CA, USA). The percentage of relative proliferation (RP; %) was calculated as

follows:

absorbanceof the sample 100
absorbanceof the negativecontrol “4)

RP (%)=
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The percentage of relative inhibition (RI; % which was used to
determine the half maximal inhibitory concentration, ICso, value of the

different treatments) was also calculated:

RI (%) =100—RP (%) ©)

We make a nonlinear regression to determine the ICsp value with the

software GraphPad Prism v.6.01.

In Vivo Study

Immunocompetent C57BL/6 female mice (body weight, 25-30 g;
Scientific Instrumentation Centre, University of Granada, Spain) were
maintained in a laminar airflow cabinet located in a room maintained at
37.0£0.5°C and 40-70% of relative humidity, with a 12-h light/dark cycle, and
under specific pathogen-free conditions. Work with animals was accomplished
in accordance with institutional (Biomedical Investigation Ethic Committee,
Virgen de las Nieves Hospital, Granada, Spain) and international standards
(European Communities Council directive 86/609). Pilot experiments wete
previously conducted to determine the number of malignant cells for
subcutaneous injection. Sixty mice were then inoculated by subcutaneous
injection in the right hind flank with 5X10> MC-38 murine colon cancer cells
per mouse dispersed in 200 pLL of PBS. This colon adenocarcinoma cell line
was obtained from C57BL/6 mice, and therefore it can be used to induce
subcutaneous tumors in the same immunocompetent mice strain. When tumors
grew to 40—60 mm? mice were randomly divided into six groups (n=10)
corresponding to the treatments with free 5-FU solution, blank PBCA NPs,
blank PCL NPs, 5-FU-loaded PBCA NPs, and 5-FU-loaded PCL NPs. A group
of untreated mice with subcutaneous tumor was used as negative control. 5-FU
doses of 10 mg/kg of body mass were administered in all of the formulations

containing the chemotherapy agent. Each mouse was intravenously injected
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every 3 days, up to a total number of five administrations. At the same time,
body mass of mice (to define the toxicity of the treatments) and mice deaths
(survival analysis) were recorded, and tumor volumes (V; mm?3) were measured
by using a digital caliper (29): measuring the largest diameter a of the tumor
mass and the second largest diameter b perpendicular to a. The tumor volume

was then calculated:

vV (mm’) = a'b6'” (6)

Statistical Analysis

All the results were represented as meantstandard deviation (SD).
Logarithmic regressions were used to determine the ICso values (GraphPad
Prism version 6.01, GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Statistical
analysis was performed by using the Student’s t test (SPSS v.15, SPSS, Chicago,
USA). The probability of mice survival was determined by the Kaplan—Meier
method, and the logrank test was used to compare the fraction of the surviving
mice between groups (x=0.05). Data with p<0.05 and p<0.001 were considered

as significant and highly significant, respectively.
Results

Particle Size, Surface Electrical Charge, and Stability PBCA NPs
formulated by emulsion polymerization were characterized by a spherical shape
and an average diameter under 100 nm (Table I; Fig. 1a). Similar results were
obtained when PCL NPs were synthesized following an interfacial polymer
disposition methodology (Table II; Fig. 1a). The surface electrical charge of
PBCA NPs and PCL NPs was found to be negative in water (Tables I and II).
This behavior can be associated to the degree of dissociation of the free acrylic
groups (included in the chemical structure of the particles) under the

experimental conditions (at pH 6 and 1 mM KNO3) (15,30). Neither particle
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size nor the quality of the polymeric suspensions varied considerably when
different drug quantities were loaded onto either type of polymeric particles
(Tables I and II). Neither 5-FU precipitation and/or release, presence of bulky
sediments/aggregates, particle aggregation, nor appreciable change in particle
diameter and electrical surface charge were detected after 3 months of storage
in water at 4.020.5°C. Consequently, if the nanoformulations were not directly

used after preparation, they were kept under these storage conditions until use.
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Fig. 1. 5-Fluorouracil-loaded NPs. a High-resolution transmission electron micrograph of
PBCA (a) and PCL (b) NPs. Bar lengths, 100 nm. b Release of entrapped 5-FU from PBCA
NPs (open squares) and PCL NPs (filled squares) as a function of the incubation time in PBS
(pH 7.4%0.1) at 37.0%0.5°C. Data represents the mean valuexSD of quadruplicate

experiences

5-Fluorouracil Entrapment into Poly(butylcyanoacrylate) and Poly(e-

Caprolactone) Nanoparticles

We began the investigation by analyzing the influence of the initial phase

(aqueous or organic) in which 5-FU was dissolved on drug entrapment by the
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NPs. In aqueous media, butylcyanoacrylate polymerizes and PCL precipitates,
whereas in the organic phase both the butylcyanoacrylate monomer and PCL
dissolve (see “MATERIALS AND METHODS”). Tables I and II show the
amount of drug entrapped by PBCA and PCL NPs, respectively, as a function
of the 5-FU concentration. Independent of the type of polymeric particle, both
the 5-FU entrapment efficiency (%) and 5-FU-loading values (%) were
significantly greater when the anticancer drug was added to the organic phase,
whatever the initially fixed 5-FU concentration. For instance, in the case of
PBCA NPs, when the initial drug concentration was 0.01 M these parameters
rose from =59.3% and =7.7% (when 5-FU was dissolved to the aqueous media)
to =73.8% and =9.6% (when 5-FU was incorporated within the organic phase),
respectively. With respect to PCL NPs, when the initial drug concentration was
0.01 M, these parameters rose from =066.5% and =21.6% (when 5-FU was
added to the aqueous media) to =82.4% and =26.8% (when 5-FU was
dissolved in the organic phase), respectively. Such behavior is most likely a
consequence of the difficulty experienced by 5-FU molecules in escaping from
the polymeric matrices after they have been in deep contact with the
butylcyanoacrylate monomer/e-caprolactone polymer. In addition, 5-FU
loading to the NPs may be electrostatically favored: electrostatic attractive
forces may exist between the positively charged drug molecules (generated by
the protonation of the -NH group of the chemical structure) and the negatively
charged NPs. Finally, the 5-FU concentration positively influenced the
efficiency of drug entrapment into both types of polymeric NPs.

Regarding the influence of the surfactant on 5-FU entrapment by the
polymeric NPs (Tables I and II), it was observed that the use of dextran-70
(within the concentration range tested) ensured the formation of homogeneous
distributions of both 5-FU-loaded PBCA NPs and 5-FU-loaded PCL NPs, with
reduced size and highly uniform, but without significantly influencing the drug
entrapment efficiency and drug-loading values. Conversely, 5-FU entrapment
was clearly lower in the absence of dextran-70. In fact, yields (%) of 5-FU-

loaded PBCA NPs and 5-FU-loaded PCL. NPs production were always >90%
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in all the formulations prepared with dextran-70 but decreased to =6% in the
absence of this surfactant. Similatly, butylcyanoacrylate monomer/e-
caprolactone polymer concentrations did not significantly influence the
entrapment of 5-FU within the corresponding NPs (Tables I and II).

Finally, results from the electrophoretic characterization of the NPs
clearly highlighted the great similarity between the  values of blank PBCA (and
PCL) NPs and 5-FU-loaded PBCA (and PCL) NPs (Tables I and II): from an
electrokinetic point of view, blank and drug-loaded NPs were indistinguishable.
Therefore, and given the extreme sensitivity of electrophoresis to minute
changes in the surface of nanosystems, this technique was satisfactorily utilized
to estimate the type of drug incorporation to the NPs (drug surface adsorption
vs. drug entrapment within the NP matrix). Given the fact that the { values of
the NPs did not change upon 5-FU incorporation, it could be assumed that the
molecules of chemotherapy agent were very efficiently entrapped within both
types of polymeric nanomatrices.

Antiproliferative and 7z wvivo tumor growth inhibition studies were
performed using the NPs with the greatest 5-FU entrapment efficiencies, ze.,

~73.8% for PBCA NPs (Table I) and =82.4% for PCL NPs (Table II).

5-Fluorouracil Release from Poly(butylcyanoacrylate) and Poly(e-

caprolactone) Nanoparticles

5-FU release at pH7.4 from PBCA (and PCL) NPs showed a biphasic
process, typical of these polymers (18,30-33). Such a sustained drug-release
profile was characterized by an initial rapid (burst) 5-FU release phase (up to
=27% and =16% in from PBCA NPs and PCL NPs in 3 h, respectively), with
the remaining 5-FU molecules being released in a more sustained manner (over
a period of 93 and 117 h from PBCA NPs and PCL NPs, respectively) (Fig.
1b). Consequently, it may be concluded that the majority of the drug molecules
were entrapped within the polymeric network rather than adsorbed onto the

particle surface.

220



Capitulo 2. Vehiculizacion de 5-fluoronracilo Material, métodos y resultados

In Vitro Cytotoxicity of Poly(butylcyanoacrylate) and Poly(e-

caprolactone) Nanoparticles

Before carrying out the 7z vitro tests on antitumor activity, the toxicity of
blank PBCA NPs and blank PCL NPs was investigated z vitro. Both PBCA and
PCL NPs proved to be nontoxic in T-84, HT-29, and CCD-18 cell lines at the
different drug equivalent concentrations tested (Fig. 2). Only PCL NPs showed
some toxicity at the greatest concentration in the MC-38 (3 uM) and HCT-15
(20 pM) cell lines, resulting in reductions of 16.3% and 23.2% in the relative
proliferation values, respectively (p<0.05) (Fig. 2). Therefore, it can be assumed
that both polymeric nanosystems present an adequate biocompatibility and

safety for drug delivery purposes.

Antiproliferative Effect of Poly(butylcyanoacrylate) and Poly(e-

caprolactone) Nanoparticles Loaded with 5-Fluorouracil

Figures 3 and 4, respectively, demonstrate that both 5-FU-loaded PBCA
NPs and 5-FU-loaded PCL NPs can improve significantly the antiproliferative
effect of the drug in comparison with free 5-FU. The 1Cs¢ values of free 5-FU
in T-84, HT-29, HCT-15, and CCD-18 were found to be 3.60, 3.58, 7.59, and
11.91 pM, respectively. In contrast, and after 72 h of exposure, 5-FU-loaded
PBCA NPs exhibited a ICso dectease which was particularly significant in T-84
colon cancer cells (ICso, 0.085 uM, =42-fold decrease in the ICs¢ of free 5-FU;
Fig. 3a), compared with HT-29 colon cancer cells (ICso, 0.53 pM, =7-fold
decrease in the I1Cso of free 5-FU; Fig. 3b), HCT-15 colon cancer cells (ICso,
0.76 pM, =10-fold decrease in the ICso of free 5-FU; Fig. 3c), CCD-18 normal
colon cells (ICso, 2.8 pM, =4-fold decrease in the ICs¢ of free 5-FU; Fig. 3d),
and MC-38 mouse colon cancer cells (ICso, 0.068 uM, =3-fold decrease in the
ICso of free 5-FU; Fig. 3e). Similar results were obtained with 5-FU-loaded PCL
NPs, ICs0 of 0.08 pM in T-84 cells (=45-fold decrease in the ICso of free 5-FU;
Fig. 4a), ICs0 of 0.76 pM in HT-29 cells (=5-fold decrease in the ICso of free 5-
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FU; Fig. 4b), IC50 of 0.74 uM in HCT-15 cells (=10-fold decrease in the ICs¢ of
free 5-FU; Fig. 4c), ICs0 of 2.7 pM in CCD-18 cells (=4.5-fold decrease in the
ICso of free 5-FU; Fig. 4d), and ICso of 0.068 pM in MC-38 cells (=4-fold
decrease in the ICso of free 5-FU; Fig. 4e).
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Fig. 2. In vitro cytotoxicity of PBCA (a) and PCL NPs (b) in colon cells. Growth of MC-38,
CCD-18, HCT-15, HT-29, and T-84 cell lines was evaluated after 72 h of exposure to a wide
range of NP concentrations (0.1-20 uM). Data represents the mean valuexSD of

quadruplicate cultures
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Fig. 4. In vitro cytotoxicity of 5-FU-loaded PCL NPs (5-FU-PCL) in colon cells. Growth
inhibition of T-84 (a), HT-29 (b), HCT-15 (c), CCD-18 (d), and MC-38 (e) was evaluated
after 72 h and compared with that of free 5-FU. The survival rate was determined by
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In Vivo Tumor Growth Inhibition with Poly(butylcyanoacrylate) and

Poly(e-caprolactone) Nanoparticles Loaded with 5-Fluorouracil

Figure 5 shows that both PBCA and PCL NPs loaded with 5-FU induced
a significant reduction in tumor volumes after 45 days of treatment compared
with free 5-FU (p<0.05), ze., a 51% (Fig. 5a) and a 64.5% (Fig. 5b) reduction,
respectively. Comparing the two types of 5-FU-loaded NPs, treatment with
PCL NPs caused a 13.5% greater reduction in tumor size than PBCA NPs
(p<0.05). Finally, tumor evolution in mice treated with blank PBCA NPs and

with blank PCL NPs was quite similar to the control group (untreated mice).

Survival Analysis

Despite the slight control over tumor volume evolution developed by
free 5-FU (Fig. 5), it failed in increasing mice survival compared with the
control group (Fig. 6). In contrast, 5-FU-loaded PBCA NPs (Fig. 6a) and 5-FU-
loaded PCL NPs (Fig. 6b) significantly prolonged mice survival (p<0.05) in
comparison with untreated mice and mice treated with free 5-FU. It may be the
consequence of the great control over tumor growth displayed by both 5-FU-
loaded nanosystems. Finally, no significant differences were observed between

both 5-FU-loaded nanoformulations in terms of mice survival.

In Vivo Toxicity

No loss of body mass was reported in mice treated with blank (5-FU
unloaded) NPs in comparison with the control (untreated) group (Fig. 7).
Regarding mice treated with either free 5-FU, 5-FU-loaded PBCA NPs, or 5-
FU-loaded PCL NPs, a similar loss in body mass was observed compared with
controls (p<0.001), suggesting that loading 5-FU within both polymeric NPs

did not increase drug’s toxicity (Fig. 7).
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Fig. 5. Tumor growth inhibition induced by 5-FU-loaded PBCA NPs (5-FU-PBCA) (a) and
5-FU-loaded PCL NPs (5-FU-PCL) (b) and representative gross appearance of tumors
excised from treated mice after 27, 36, and 45 days of treatment and from untreated mice at
the same time intervals (c). Both types of 5-FU-loaded NPs exhibited significant tumor
inhibition compared with the control (*p<0.01) and to free 5-FU (¥p<0.05). Data represents

the mean valuetstandard error of the mean (SEM; n=10)
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groups using the log-rank test (p<0.05). Both types of 5-FU-loaded NPs exhibited an

increase in survival rates compared with the control and to free 5-FU (p<0.05)
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Fig. 7. Evolution of the body mass of immunocompetent C57BL/6 mice bearing
subcutaneous MC38 tumors during, and after, treatment with 5-FU-loaded PBCA NPs (5-
FU-PBCA) (a) and with 5-FU-loaded PCL NPs (5-FU-PCL) (b). The masses of the mice and
the tumors were measured as described in “MATERIALS AND METHODS”. Treatment
with blank NPs induced similar losses in body mass as those produced by the controls. Free
5-FU and both 5-FU-loaded NPs treatments induced similar loss in mouse body mass in

relation to the controls (p<0.001). Data represents mean value£SD (n=10)
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Discussion

Current chemotherapy against colon cancer is not fully effective,
especially during advanced stages of the disease (34). Antitumor drugs,
including 5-FU, can often cause severe side effects and compromise the
patients’ quality of life. Therefore, it is necessary to develop new therapeutic
strategies, including the use of drug-loaded nanoplatforms, to maximize the
cytotoxicity (and specificity) of chemotherapy agents, while keeping drug
aggression toward healthy tissues to a minimum (10). In this work, we present
two nanoformulations that may contribute to the optimization of 5-FU-based
colon cancer treatments.

Synthesis methodologies of 5-FU-loaded PBCA NPs and 5-FU-loaded
PCL NPs were based on the emulsion polymerization of the butylcyanoacrylate
monomer in an aqueous solution (22) and on the interfacial polymer
disposition, respectively (18,27). Both methods generated biodegradable 5-FU-
loaded particles with an average size =100 nm (Tables I and II), which could be
deemed appropriate to facilitate their cellular uptake thus resulting in a
considerable accumulation of drug molecules within malignant cells. In fact,
particle diameters ranging from 100 to 200 nm have been associated with cell
internalization by endocytosis, while larger particles can be internalized by
phagocytosis (35).

Optimum preparation conditions were considered to be those that
reported the greatest 5-FU entrapment efficiencies and 5-FU loading values
(Tables I and II). Furthermore, given the similarities between the { values of
blank NPs and of the corresponding drug-loaded NPs (Tables I and II), it may
be assumed that the 5-FU molecules were efficiently entrapped within the
particle matrices rather than just adsorbed onto the surfaces. Finally, 5-FU
release from PBCA and PCL NPs exhibited a biphasic (and sustained) profile
(Fig. 1). The fast drug release during the first phase could be due to the loss of
surface associated and/or pootly entrapped 5-FU molecules, which rapidly

diffused into the release medium. 5-FU release during the slower second phase,
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however, may correspond to the drug fraction deeply embedded within the
polymeric nanomatrices, which may follow a longer diffusion path before being
released into the surrounding medium. In the specific case of PBCA NPs, drug
release could be the consequence of either particle disintegration due to surface
erosion, drug diffusion through the polymeric matrix, or both (30,32). Whereas,
with respect to PCL NPs, 5-FU release during this second phase could be due
to drug diffusion through the polymeric matrix as opposed to polymer
disintegration, which for PCL is a very slow process in an aqueous medium
given its considerable hydrophobic character (18,31,33).

Comparison of data included in Tables I and II and in Fig. 1 can be used
to check the great similarities between geometry (size and shape), drug-loading
capabilities, and drug-release profiles of PBCA and PCL particles. In fact,
statistical treatment of data helped us in establishing that the differences were
not statistically significant. On the opposite, differences between the surface
electrical charge of PBCA and PCL NPs were relevant (Tables I and II): PCL
NPs were less negative, this postulating a reduced interaction with the
reticuloendothelial system and, therefore, a more appropriate 7z vivo fate (for
drug delivery purposes) compared with the PBCA NPs (ie, greater
accumulation into the tumor site) (35). Finally, our research group has
previously published information on the surface thermodynamics of both
nanoformulations: they can be considered to be hydrophobic (15,30).

The association of 5-FU molecules with nanocarriers has yielded diverse
results against colon cancer cell lines (37—40). For instance, Jain and Jain (41)
demonstrated that chitosan NPs coupled to hyaluronic acid and loaded with 5-
FU can moderately (2.6 times) increase the drug’s cytotoxicity to HT-29 colon
cancer cells. These results can be improved when this nanocarrier is surface
functionalized with folate moieties (42). Nanocarriers based on copolymers
such as poly(y-benzyl-L-glutamate) and poly(ethylene glycol) can increase the
plasma half-life of 5-FU, thus inducing a greater growth inhibition of LoVo
colon cancer cells (43). Recently, Dutta et al. (39) reduced HT-29 cell viability

using 5-FU in superparamagnetic iron oxides encapsulated pectin nanocarriers
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and solid lipid NPs. However, neither of these nanostrategies against colon
cancer have been validated 7# vivo. Our in vitro results demonstrated that 5-FU-
loaded PCL NPs were able to decrease the ICso of 5-FU and thus its
antiproliferative effect. Particularly relevant were the results obtained against T'-
84 cells (z.e., =45-fold decrease in the ICso of free 5-FU). In addition, PCL NPs
did not induce any cell toxicity as previously reported by Kuo-Yung et al. (44).
Very little data is available on the use of 5-FU-loaded PCL nanoparticulate
systems against colon cancer cells. However, Ortiz et al. (18) demonstrated that
PCL NPs can increase the antitumor effect of 5-FU against SW480 cells, and
Zhang et al. (9) showed that PCL NPs surface functionalized with folate
moieties can improve the activity of 5-FU against colon cancer cells.
Furthermore, PCL NPs loaded with doxifluridine (a prodrug of 5-FU) have
been reported to exhibit an important activity against HT-29 colon cancer cells
(45). With respect to 5-FU-loaded PBCA NPs, they have been shown to be well
tolerated in the case of superficial basal cell carcinoma (40).

In the present investigation, the 7z vitro antiproliferative effects of 5-FU-
loaded PBCA NPs and 5-FU-loaded PCL NPs could be considered to be quiet
similar (please check Figs. 3 and 4 and ICs¢ values reported above). In any case,
both 5-FU-loaded nanosystems have provided a greater antiproliferative effect
against colon cancer cells than previously developed 5-FU nanoformulations,
e.g., PLGA NPs which can decrease the ICso of the drug in HT-29 cells only by
a factor of 4 (47) or chitosan NPs which only yielded a 20% increase in the
inhibition of SW480 colon cancer cell proliferation compared with the free
drug (40). The reduction in RP (%) caused by the 5-FU-loaded PBCA and PCL
NPs could be the consequence of a faster (and more intense) 5-FU
internalization by malignant cells, therefore facilitating greater drug
concentrations within the cancer cells. Furthermore, NP internalization within
cancer cells depends not only on their hydrophilic/hydrophobic character and
physical chemistry (i.e., size and surface charge) but also on the endocytosis
processes involved which can be considered to be more important in tumor

cells (48,49).
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To ensure the therapeutic potential of 5-FU-loaded PBCA and PCL NPs
in colon cancer, we analyzed their behavior zz wive. It was observed that
nanoparticulate systems induced a significant reduction in the tumor volume in
comparison with the free drug (Fig. 5). Interestingly, tumor volumes were more
efficiently reduced in mice treated with 5-FU-loaded PCL NPs (64%) than in
those treated with 5-FUloaded PBCA NPs (51%). Such 5-FU activity can be
assumed to be more significant than the one recently reported for 5-FU-loaded
chitosan NPs in an orthotropic mouse liver cancer model (50).

Although free 5-FU can reduce significantly the tumor volume (Fig. 5), it
did not induce a significant difference in the survival rates compared with
control mice (Fig. 6). This may be due to the low specificity of 5-FU as it
affects not only tumor regions but also healthy tissues (Ze., gastrointestinal
tissues) (51). On the contrary, mice survival rate was significantly prolonged
when using both 5-FU-loaded nanoformulations compared with controls
(untreated, blank NPs, and free drug). The mechanism by which the 5-FU-
loaded NPs increase drug activity is not fully understood, but their
physicochemical properties, essentially their nanosize may be responsible for an
increased accumulation/concentration into malignant tissues, thanks to the
enhanced permeation and retention (EPR) effect (52). This phenomenon is
based on the aberrant (“Bleaky”) structure of blood vessels irrigating tumor
tissues (53), in which large gaps between endothelial cells and discontinuities in
the basement membrane can be found, being responsible for the alteration of
the normal diffusion of macromolecules across the endothelium. Furthermore,
the clearance of macromolecules is limited by the reduced lymphatic circulation
which is characteristic of tumor tissues (54). Future studies will be necessary to
elucidate the mechanism by which both 5-FU-loaded PBCA NPs and 5-FU-
loaded PCL NPs can increase the 77 vivo efficacy of 5-FU.

Conclusions
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A reproducible formulation methodology has been developed to obtain
PBCA and PCL nanomatrices for the efficient delivery of 5-FU, on the basis of
an emulsion polymerization procedure and on an interfacial polymer
disposition method, respectively. Preclinical results demonstrate that both 5-
FU-loaded NPs can significantly inhibit the proliferation of the human and
mice colon cancer cell lines being tested. Greater tumor growth inhibition and
mice survival rates were obtained when using these nanoparticulate systems
compared with the free drug. Thus, these results suggest that PBCA and PCL
nanoparticulate systems may open a promising possibility to optimize the
delivery of 5-FU to malignant cells and, consequently, the chemotherapy of

advanced or recurrent colon cancer.
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3.3. Capitulo 3. Vehiculizacion de paclitaxel

3.3.1. Introduccion

El PTX o Taxol®, es un firmaco utilizado en el tratamiento quimioterapico
de un amplio numero de tumores, entre los que se encuentra el cancer de mama,
uno de los mas comunes en mujeres y cuya tasa de supervivencia no supera los tres
aflos en caso de metastasis severa (Redig y McAllister, 2013). El mecanismo de
accion del PTX se produce mediante su unién a los microtubulos celulares,
inhibiendo su despolimerizacién, estabilizando asi el microtibulo y produciendo un
arresto del ciclo celular en la fase G2/M, que dard lugar a la apoptosis celular (Jordan
y Wilson, 2004; Prota y cols., 2013).

El tratamiento del cancer basado en la administraciéon de PTX presenta dos
problemas principales: (I) la falta de especificidad, al igual que otros muchos
farmacos antitumorales. A pesar de que el PTX actda principalmente sobre células
con altas tasas de proliferacion, también afecta a células con tasas proliferativas
bajas, como por ejemplo las neuronas alterando sus axones lo que da lugar a efectos
secundarios importantes como son reacciones de hipersensibilidad y dolor
neuropatico (Gornstein y Schwarz, 2014); (II) su poca solubilidad (< 0,1 ng/mL), lo
que da lugar a efectos secundarios asociados a los solventes comerciales del PTX
(Taxol®), lo que ha dado lugar al desarrollo de formulaciones alternativas de PTX
(Nehate y cols., 2014). Muchos de los esfuerzos para mejorar el PTX se basan en el
desarrollo de nuevas formulaciones que no contengan Cremophor® EL, que resulta
muy téxico dando lugar a efectos secundarios como son la hipersensibilidad e
inmunoestimulacién sistémica (Adams y cols., 1993; Weiszhar y cols., 2012).

Por estas dos razones fundamentalmente, es necesario encontrar nuevas
estrategias para aumentar el efecto del PTX mediante: la eliminacién de sus
solventes toxicos e incremento de la especificidad por las células tumorales. De esta
manera, el efecto antitumoral podria verse incrementado y los efectos secundarios

reducidos. En los dltimos afios se han desarrollado nuevas estrategias para el
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tratamiento del cancer de mama en el campo de la nanomedicina. Esta area esta
basada en el uso de nanomateriales para el transporte de firmacos, proteinas o
acidos nucleicos los cuales pueden dar lugar a un incremento de la especificidad por
los tejidos tumorales y mejora de la solubilidad del farmaco sin necesidad de utilizar
solventes toxicos. Numerosas nanoformulaciones, incluyendo NPs poliméricas,
liposomas, micelas y dendrimeros, han sido investigadas para mejorar la solubilidad
acuosa del PTX y eliminar efectos secundarios indeseables. Estos sistemas
nanométricos ofrecen numerosas ventajas, como su alto grado de internalizacién
celular, el hecho de evitar ciertos mecanismos de resistencia a multidrogas (como
aquellos mediados por P-GP) o la posible funcionalizacién de su superficie para
realizar un direccionamiento activo (Nehate y cols., 2014; Tanaka y cols., 2009;
Tharkar y cols., 2015; Wicki y cols., 2015). Ademas, debido a su pequefio tamafio y a
sus propiedades fisico-quimicas, las NPs tienden a acumularse mas en los tejidos
tumorales que en los tejidos sanos debido al efecto EPR o direccionamiento pasivo,
ya que los vasos sanguineos de los tejidos tumorales son mas permeables y
fenestrados, y presentan un drenaje linfatico deficiente (Maeda y cols., 2001, 2009;
McGuire y Markman, 2003). Actualemente, se han desarrollado y aprobado por la
FDA nuevos tratamientos para el cancer de mama basados en la nanotecnologia,
tales como el Abraxane® y mas recientemente el Genexol®-PM (micelas poliméricas
con PTX) o el Lipusu® (liposomas con PTX) estos dos tltimos en ensayo clinico en
fases I y II (Barenholz, 2012; Yamamoto y cols., 2011).

Uno de los materiales mas usados en nanomedicina es el polimero PLA,
PGA o su copolimero PLGA. Estos polimeros son ideales en este campo ya que
son biodegradables, biocompatibles, no téxicos y han sido utilizados en aplicaciones
biomédicas por mas de dos décadas. Por esto, las NPs de PLGA son una de las
nanoestructuras mas adecuadas para la liberacién de farmacos antitumorales tras su
administracion via parenteral, proporcionando perfiles de liberaciéon controlada y
sostenida (Danhier y cols., 2012; Mundargi y cols., 2008; Sadat Tabatabaei
Mirakabad y cols., 2014). Estas NPs, son internalizadas en las células mediante
procesos de endocitosis mediada por clatrina y por pinocitosis. Una vez que las NPs

son internalizadas, escapan rapidamente al citoplasma en unos diez minutos y
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empiezan a liberar el farmaco de forma sostenida (Danhier y cols., 2012; Vasir y
Labhasetwar, 2008).

Sin embargo, estas NPs también presentan ciertas limitaciones: (I) no son
compuestos estables después de la preparacion, lo que se esta resolviendo mediante
técnicas de liofilizacion, usando diferentes clases de lipoprotectores; (II) aunque se
puede lograr una alta eficiencia de encapsulaciéon para compuestos lipéfilicos como
el PTX, generalmente la carga de farmaco es baja (=1%) lo que significa que es
necesario administrar una gran cantidad de NPs para alcanzar dosis terapéuticas y
(III) tipicamente presentan una liberacion inicial rapida del farmaco seguida por una
liberaciéon sostenida (liberacion bifasica) probablemente causada por el farmaco
adsorbido sobre la superficie de las NPs. Por lo tanto, con estos problemas de base
es muy probable que una elevada concentracion de farmaco no alcance el sitio del
tumor (Danhier y cols., 2012; Sadat Tabatabaei Mirakabad y cols., 2014).

De este modo, el objetivo de esta parte de la tesis serfa el desarrollo de NPs
de PLGA con una alta carga de firmaco y libres de Cremophotr® EL, para poder
incrementar la especificidad del farmaco y su solubilidad en el tratamiento del cancer
de mama avanzado. Para este objetivo, las NPs de PLGA transportadoras de PTX
se sintetizaron mediante el método de la nanoprecipitaciéon y se caracterizaron
extensivamente en sus propiedades fisico-quimicas (geometria, electrocinética y
capacidad de vehiculizacion del PTX), por parte del Dpto. de Farmacia y Tecnologia
Farmacedttica de la Universidad de Sevilla. Una vez seleccionadas las NPs mas aptas,
éstas se caracterizaron desde el punto de vista biologico: su compatibilidad
sanguinea (hemolisis) y toxicidad 7z witro en células tumorales y no tumorales del
epitelio mamario. Una vez demostrada su biocompatibilidad, se procedié al estudio
de la inhibicién relativa del crecimiento celular producida por el PTX transportado
en NPs de PLGA comparada con el PTX libre 7z vitro en lineas celulares tumorales y
no tumorales. Por dltimo, para comprobar la internalizacién celular, se realizaron
ensayos cualitativos y cuantitativos. Finalmente, también se llevaron a cabo estudios

de apoptosis y de analisis del ciclo celular.
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3.3.2. Material y métodos

3.3.2.1. Fdarmacos y reactivos

El Resomer® RG 504H (PLGA 50:50, peso molecular, PM: 48,000 Da;
viscosidad inherente: 0.53 dL./g) fue obtenido de Boehringer-Ingelheim (Alemania).
Todos los demas productos quimicos utilizados fueron de calidad analitica de la casa
comercial Sigma-Aldrich (USA), excepto el PTX (Tocris Cookson Ltd., UK) y la
trehalosa (VWR International Eurolab S.L., Espafia). Los reactivos acetona,
acetonitrilo, metanol, dimetilsulféxido (DMSO) y acido acético fueron del grado de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) de Panreac Quimica (Espafia). El
agua utilizada en los experimentos fue desionizada y filtrada (Milli-Q Academic,
Millipore, Espafia).

El resto de productos quimicos fueron obtenidos de Panreac Quimica
(Barcelona, Espafia). El medio de liberacion (PBS, pH 7.4) se obtuvo de Biochemica
AppliChem (Darmstadt, Alemania). El analisis por HPLC de fase inversa (RP-
HPLC) se llevé a cabo en el sistema Hitachi LaChrom® Series (D-7000; Hitachi
Ltd, Tokyo, Japon) equipado con un inyector automatico L.-7200, una interfase D-
7000, una bomba cuaternaria (modelo L-7100) y un detector DAD UV-VIS
(modelo L.-7455). Las columnas Waters Corp Spherisorb ODS2 (10 pm, 4.6 mm X
250 mm; Milford, MA) mantenidas a 25.0°C * 0.1°C (Elite LaChrom L-2350
column oven; Hitachi Ltd) fueron utilizadas en este analisis. LLa recoleccion de datos
y los célculos fueron realizados con el software HSM D-7000 LaChrom® (Hitachi,
Ltd).

3.3.2.2. Sintesis de las nanoparticulas de PLGA

Las NPs de PLGA fueron sintetizadas mediante un protocolo modificado de

nanoprecipitacion (Fessi y cols, 1989). De forma esquematica, el PLGA fue co-
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disuelto con Span® 60 en acetona obteniéndose asi una concentraciéon de polimero
del 1.5 (p/v). Después, 5 mL de esta solucién acetonica se afiadieron gota a gota (5
mL/min) utilizando una bomba de jeringa (Harvard Apparatus Ltd., UK) y bajo
agitacion magnética a 15 mL de una solucién acuosa de Pluronic® F-68 (0.5%, p/v).
La acetona fue evaporada a temperatura ambiente durante 4 h y la suspension de
NPs se centrifugd a 10,000 rpm durante 30 min a 4 °C (Eppendorf 504R centrifuge,
Eppendorf AG, Alemania). Después de lavar dos veces las NPs, se resuspendieron
en una solucién de trehalosa al 5% (p/v) (ctioprotector) y fueron liofilizadas
(congeladas en nitrégeno liquido y liofilizadas: -80.0 £ 0.5 °C y 0.057 mbar; Cryodos
freeze-drier, Telstar Industrial S.I., Espafia) para obtener un polvo fino. La carga de
PTX en las NPs de PLGA se realiz6 anadiendo una cantidad fija de farmaco en la
solucion organica de PLGA, obteniendo asi concentraciones iniciales de farmaco de
5,10 0 15% (p/p). De manera similar, patra realizar los estudios de internalizacién
celular se cargaron las NPs con el fluoréforo rojo nilo (NR) mediante la
incorporacién de 100 pL. de una solucién acetonica 10 mM a la solucidn organica de
PLGA, siguiendo cuidadosamente los pasos descritos anteriormente en la
preparacion de NPs de PLGA. Todas las formulaciones fueron sintetizadas por

triplicado (n =3).

3.3.2.3. Métodos de caracterizacion

El diametro medio, la distribuciéon del tamafio y el potencial Z (ZP) de las
NPs, tanto blancas como cargadas con farmaco, se midié6 mediante espectroscopia
de correlaciéon de fotones (PCS) y anemometria laser Doppler utilizando un
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK). La caracterizacién morfologica de
las particulas se realizé6 mediante analisis de imagen, utilizando para ello microscopia
electronica de barrido (SEM) en un equipo Philips XI.30 (Philips, Alemania). Para
esto, la dispersién de particulas se extendié en una gota sobre un soporte que se

seco a temperatura ambiente y se recubrié con una delgada pelicula de oro.
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3.3.2.3.1. Condiciones cromatograficas

La introducciéon de nuevos métodos de HPLC para el control de calidad
rutinario de preparaciones farmacéuticas proporciona la maxima informacion
relevante mediante el analisis de los datos experimentales y comienza con el
establecimiento de las condiciones Optimas de medicion. ILas condiciones
cromatograficas fueron determinadas utilizando una columna C18 (Spherisorb® 5
pm ODS2, 4.6 X 250 mm Analytical Column; Waters Corp.). La fase moévil estaba
formada por acetonitrilo:agua (55:45 v/v) y se mantuvo en una tasa de flujo de
1.000 mI./min, siendo filtrada a través de filtros de membrana de nitrocelulosa de
0.22 um (Merck Mil™lipore, Billerica, MA) y desgasificada al vacio antes de su uso.
Por ultimo, la longitud de la onda de detecciéon UV fue de 227 nm y el volumen de

inyeccion en el aparato de 10 pl.

3.3.2.3.2. Determinacion de la incorporacion de farmaco en las

nanoparticulas

Se utiliz6 la técnica del HPLC con el fin de determinar el contenido de
farmaco en las NPs. Brevemente, las NPs liofilizadas (alrededor de 5 mg) se pesaron
con precisioén utilizando una balanza analitica de alta precisiéon (d=0.01 mg; Model
CP 225D; Sartorius). Después, 1 mL de acetonitrilo se anadié y se mezcld con
precision utilizando un vortex para disolver las particulas en la fase organica.
Seguidamente, 10 pul. de la solucién que fue previamente filtrada (Millex® GV
syringe filter, 0.22 um), se inyect6 en el sistema de HPLC para la deteccion del PTX
y su cuantificacion. El contenido de farmaco se expresé6 como eficiencia de
encapsulacion (EE%) y capacidad de carga (D1.%), utilizando para determinarlas las

siguientes ecuaciones:

cantidad actual de PTX en nanopartialas y

EE (%)= . — p
cantidad tedrica de PTX en nanopartialas

100
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masa de PTX en nanoparticulas><

DL (%)=
(%) masa de PTX

100

3.3.2.3.3. Liberacion in vitro de PTX de las nanoparticulas

Los experimentos de liberacién de PTX se realizaron por triplicado
utilizando las NPs de PLGA con unas concentraciones iniciales de fairmaco del 5, 10
0 15% (p/p). Practicamente 4 mg de las NPs liofilizadas se resuspendieron en 15
mlL de medio de liberaciéon (PBS, pH = 7.4 £ 0.1) que contenfa Tween® 80 al 0.1%
(p/v) para asegurar el estado de baja concentracion. El PBS se mantuvo a 37.0 £ 0.5
°C en agitacion mecanica (100 rpm, Unitronic OR horizontal shaker, Selecta S.A.,
Espana) durante todo el experimento de liberacion. Se fueron retirando alicuotas
(500 pL) a intervalos fijos de tiempo, las cuales fueron centrifugadas a 10,000 rpm
durante 5 min (Eppendorf 504R centrifuge, Eppendorf AG, Alemania) y los
sobrenadantes se pasaron a través de filtros de jeringa de 0.22 um (Millex®-GV,
Millipore, Espafia). Finalmente, 10 uL. de cada muestra fueron inyectados en el
sistema de HPLC para evaluar la cantidad de PTX liberado en el PBS. El PTX
liberado en cualquier tiempo fue determinado mediante una curva de calibracién
entre 47 a 750 pg/mL (r2 = 0.99806) [limite de deteccién (LOD) = 5.9 pug/mlL,; limite
de cuantificacién (LOQ) = 23.4 ug/mL]. Después del muestteo, se afiladié un
volumen igual de medio de liberacién a la misma temperatura, para mantener el

estado de baja concentracion.

3.3.2.4. Cultivo celular

En este estudio se utilizaron diferentes lineas de cancer de mama humanas:
MCF-7, MDA-MB-231, SK-BR-3 y T47D, asi como una linea celular no tumoral de
epitelio mamario, la MCF-10A (todas estas lineas celulares se obtuvieron de la
European Collection of Cell Culture, ECACC), y la linea de cancer de mama E0771, que
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proviene de la cepa de ratones inmunocompetentes C57BL/6 (propotcionada por el
Dr. Anderson del Peter MacCallum Cancer Center, de East Melbourne, Australia).
Las lineas celulares MCF-7, SK-BR-3 y EO0771 fueron cultivadas en Duwlbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich) y las MDA-MB-231 y T47D en
DMEM/ Nutrient Mixture F-12 Ham (Sigma-Aldrich). Ambos medios de cultivo
fueron suplementados al 1% con una mezcla de los antibiéticos penicilina (10.000
U/mL) y estreptomicina (10 mg/ml) (Sigma-Aldrich) y al 10% con suero bovino
fetal de Gibco (FBS) (Life Technologies). La linea MCF-10A se cultivd en
DMEM/ Nutrient Miscture F-12 Ham (Sigma-Aldrich) suplementado al 5% con suero
de caballo (FHS), al 1% con antibiéticos penicilina-estreptomicina, al 0,002% con
factor de crecimiento epidérmico (EFG), al 0,05% con hidrocortisona, al 0,01% con
toxina colérica de 1Zbrio cholerae y al 0,1% con insulina proveniente de pancreas
bovino (todos estos reactivos fueron obtenidos de Sigma-Aldrich). Las lineas
celulares fueron mantenidas en un incubador a 37 £ 0,5 °C de temperatura en

ambiente humidificado y con 5% de COa.

3.3.2.5. Ensayo de hemolisis

Para realizar el ensayo de hemolisis se utilizo el protocolo modificado de
Evans y colaboradores (2013). Para ello, se recolectaron 35 mL de sangre de un
donante sano en tubos que contenfan acido etilendiaminotetraacético (EDTA) para
evitar la coagulacion sanguinea. La sangre se centrifugd a 500Xg durante 5 min. Tras
la centrifugacion, el plasma fue aspirado y descartado y se anadié el mismo volumen
retirado de plasma de una soluciéon de cloruro sédico a 150 mM, para lavar los
eritrocitos mediante la inversion del tubo. Después, se volvid a centrifugar el tubo a
500%Xg durante 5 min, repitiéndose de nuevo el lavado. Tras esto, el sobrenadante
fue aspirado y en este caso se reemplazé por buffer fosfato salino (PBS) a pH de
7,4. Tras este paso, los eritrocitos fueron diluidos (1:50) y se observé la formacion
del pellet para descartar la lisis de los eritrocitos durante el procesamiento. Se

afladieron 190 pL de los eritrocitos diluidos en pocillos de placas de 96 pocillos de
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fondo coénico. A esos pocillos, se afiadieron en un volumen de 10 puL. por pocillo
concentraciones crecientes de la NP PLGA sin farmaco, para llegar a una
concentracion final en la mezcla de 10, 25, 50, 100, 250 y 500 pg/ml,. Los controles
positivos fueron realizados afadiendo 10 pL por pocillo de una solucién de Triton
X-100 al 20% y a los controles negativos se les afadieron 10 pL por pocillo de PBS
(pH 7,4). Tras 1 h de incubacién a 37°C en agitacion (15 rpm), se centrifugé la placa
a 500Xg durante 5 min y tras la centrifugacién, se transfirieron 100 pL del
sobrenadante de cada pocillo a una placa de 96 pocillos de fondo plano. sobre la
cual se procedié a analizar su absorbancia. La concentracién de hemoglobina
liberada por los eritrocitos lisados se midié a 492 nm con el lector de placas Titertek
multiscan (Flow, Irvine, California). El ensayo fue realizado por triplicado y el

porcentaje de hemolisis se calculd con la siguiente férmula:

abs. de la muestra—abs. del control negativo)<
abs. del control positivo

Hemolisis (%) = 100

Por ultimo, ademas de la valoracion anterior, los eritrocitos tratados con NPs
de PLGA, fueron observados mediante microscopia éptica para observar posibles

cambios en su morfologfa.

3.3.2.6. Ensayos de proliferacion celular

Las lineas celulares se sembraron en placas de 24 pocillos a las densidades de
1,5%103 para MCF-7 y E0771, 13X103 para MDA-MB-231 y T47D y 20X103 para
MCF-10A y SK-BR-3 en 400 pL de cada uno de sus respectivos medios de cultivo e
incubadas durante 24 h. A continuacién, las células fueron tratadas con PTX, NPs
de PLGA cargadas con PTX (PTX-PLGA) y NPs de PLGA sin farmaco a
concentraciones de firmaco en el medio, que iban desde 0,1 a 100 nM durante 4
dias, con la renovaciéon del medio de cultivo y de los tratamientos tras las 48 h
iniciales. Transcurrido el tiempo de incubacidn, se realizé6 el ensayo de la

sulforrodamina B (SRB) para determinar el porcentaje de proliferacion y toxicidad
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celular. Para ello, las células se fijaron con 300 puL de acido tricloroacético (TCA) al
10% durante 20 min a 4°C. Tras tres lavados con agua destilada se dejaron secar
toda la noche. Al dia siguiente, fueron tefiidas con 300 plL. del colorante SRB (0,4%
en una solucién al 1% de acido acético) durante 20 min en agitacion (15 rpm).
Posteriormente, se lavaron tres veces con una solucién al 1% de acido acético y se
dejaron secar toda la noche. Por ultimo, el colorante SRB fue resuspendido en 200
uL de una solucién de Trizma® (10 mM, pH 10,5). La densidad 6ptica (DO) del
colorante se midi6 con el lector de placas Titertek multiscan (Flow, Irvine, California)
a 492 nm. El porcentaje de proliferacion (Pf%) y el de citotoxicidad (Ct%) fueron

calculados con las siguientes férmulas:

Pf o — DO muestra %100
DO control negativo

Ct %=100—-Pf %

3.3.2.7. Anailisis del ciclo celular

Se sembraron las lineas celulares a una densidad de 1 X 105 células por
pocillo en placas de 6 pocillos, en un volumen de 2 mL de medio de cultivo sin
suero, para producir un arresto del ciclo celular y permitir que todas las células
partieran de la misma fase del ciclo. Tras 24 h de incubacién, se retiré el medio sin
suero y se afiadié medio suplementado a las células, que ademas fueron tratadas con
la concentracion de farmaco que inhibe el crecimiento del 50% de las células para
cada tratamiento (ICso), dejandose actuar durante 48 h de incubacion. El analisis del
ciclo celular se llevé a cabo mediante citometria de flujo con una soluciéon que
contiene yoduro de propidio y RNasa (Immunostep, Salamanca, Espana). Las
células fueron recogidas de las placas y fijadas con etanol al 70% durante 30 min a
4°C. A continuacion, se centrifugaron (5000 rpm, 5 min) y el pellet se resuspendié e

incub6 en 500 pL. de la solucién con yoduro de propidio y RNasa durante 15 min a
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temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo de incubacidn, las células fueron

analizadas con un citémetro FACScan (Becton Dickinson, San Jose, USA).

3.3.2.8. Ensayos de internalizacion celular

3.3.2.8.1. Citrometria de flujo y microscopia de fluorescencia

Se sembraron 1 x 105 células por pocillo de la linea celular MCF-7 en placas
de 6 pocillos en un volumen de 2 mL de medio de cultivo. Tras 24 h, las células se
expusieron a una alta dosis (0.5 pM) de NR solo y cargado en las NPs de PLGA
(NR-PLGA) durante 0,5, 1, 2, 4 y 6 h de exposicion. Transcurridos los tiempos de
exposicion las células fueron tripsinizadas y centrifugadas a 5000 rpm durante 5 min.
Después de la centrifugacion, se descarté el sobrenadante y tras dos lavados con
PBS el pellet se resuspendi6é en 200 pul. de PBS. La intensidad de fluorescencia del
NR se analiz6 mediante citometria de flujo en un citometro FACScan (Becton
Dickinson, San Jose, USA). De manera simultanea, las células fueron observadas a
los mismos tiempos de exposicion en el microscopio de fluorescencia Leica DM 1L
LED (Leica Microsystems S.LL.U., Barcelona, Spain), para controlar la integridad

celular.

3.3.2.8.2. Microscopia confocal

Para observar mediante técnicas de imagen la internalizacion celular de las
NPs de PLGA cargadas con NR, se sembraron las células MCF-7 a una densidad de
1 x 105 células/pocillo en cubreobjetos estériles dispuestos en placas de 6 pocillos,

en un volumen de 2 mL de medio de cultivo. Tras 24 h, estas células fueron tratadas
con NR y NPs de PLGA cargadas con NR a una dosis de 0.05 uM a diferentes

tiempos de exposicion (0,5, 1, 2 y 4 h). Posteriormente, las células se lavaron tres
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veces con PBS y fueron fijadas en formaldehido al 4% durante 20 min, a
temperatura ambiente y en oscuridad. Tras esto, se realizaron de nuevo tres lavados
con PBS, y por ultimo los nicleos celulares fueron tefiidos con Hoechst 33258
(Sigma-Aldrich) a 5 pg/mlL durante 5 min a temperatura ambiente en oscuridad. Las

células fueron observadas mediante un microscopio confocal Leica TCS-SP5 I1.

3.3.2.9. Tratamiento de esferoides tumorales multicelulares

Los esferoides tumorales multicelulares (MTS) fueron generados utilizando
un protocolo modificado, descrito previamente por Prados y cols., en el ano 2010
(Prados y cols., 2010)). Para ello, se afiadieron 50 pL. de agar al 1% (p/v) a placas de
96 pocillos de fondo plano y se dejaron gelificar durante 30 min. Después, la linea
celular MCF-7 fue sembrada en cada pocillo a una densidad de 4X10% o 25X103
células en 200 uL. de medio de cultivo. Para producir la agregacion celular y la
consecuente formacion del esferoide tumoral, se centrifugaron las placas a 800Xg
durante 5 min y se dejaron incubando a 37°C en una atmoésfera con un 5% de CO2
durante 3 dfas. Tras este tiempo de incubaciéon cuando los MTS estaban formados,
se trataron con PTX, PTX-PLGA y NPs de PLGA sin farmaco mediante el
reemplazo del medio del cultivo, con el medio nuevo que contenfa la cantidad
suficiente de farmaco para llegar a las concentraciones de 9,13, 18,3, 36,5 y 100 nM
en el medio, asi como también se afnadié en los MTS tratados con PLGA sin
farmaco las concentraciones equivalentes a las NPs de PLGA usadas con el
farmaco, renovando el tratamiento a las 48 h de exposicion. El control negativo se
realiz6 con MTS que no fueron tratados, asi como pocillos con DMEM, pero sin
células fueron usados como blanco. El experimento se realizé por octuplicado.

Cada dos dias se tomaron imagenes de los MTS de 4Xx103 células, hasta un
tiempo final de 6 dfas utilizando un microscopio de contraste de fases para
comparar los tamafos de los M'TS entre tratamientos.

Los esferocitos de 25%X103 células, se utilizaron para comparar el porcentaje

de proliferacién de los MTS tratados respecto a los controles negativos utilizando el
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Cell Counting Kit-8 (CCK-8) (Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japon).
Brevemente, transcurrido el tiempo de exposicion al farmaco (96 h) se afadi6 el
reactivo del CCK-8 a los pocillos a una concentracion final del 10% y las placas
fueron incubadas durante 4°C a 37°C. Tras el tiempo de incubacién, se midi6 la
densidad optica de los pocillos a 450 nm en un lector de placas Titertek multiscan
(Flow, Irvine, California). El porcentaje de proliferacion (P£%) se calculé utilizando

la férmula del apartado “3.3.2.6. Ensayos de proliferacion celular”.

3.3.3. Resultados

3.3.3.1. Tamafio de particula, carga eléctrica de superficie y

almacenamiento

La sintesis de todas las nanoformulaciones de PLGA se basé en una
metodologfa de nanoprecipitacion (Fessi y cols., 1989). Se investigo la influencia de
la cantidad inicial de PTX (5, 10 o 15% p/p) en el tamafio de la particula y la carga
eléctrica de superficie.

Las NPs de PTX-PLGA estaban caracterizadas por tener una forma esférica
y un didmetro medio menor de 250 nm, con un coeficiente de variacion (CV%)
menor del 15% y un indice de polidispersiéon (PdI) por debajo de 0.3, lo que sugiere
una distribucion homogénea en cuanto al tamafo de las particulas (Tabla 1). La
carga eléctrica de superficie (potencial zeta, {) de las NPs de PTX-PLGA fue
negativo en agua y similar a la superficie negativa de las NPs poliméricas puras.

(valor { medio = -30 mV).
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PTX Dmean + SD (") CV (%)  PdI+SD {+SD (mV)

(%op/p)

0 201.6 +2.4 1.2 02+0.0 -31.1%09
5 232.5+8.8 3.8 02400 -280%09
10 24324372 15.3 03+0.1 -257+0.8
15 186.9+9.7 52 03+0.1 -248%0.8

Tabla 1. Tamafio de particula, distribucién del tamafio y potencial z respecto a varias

concentraciones iniciales de fairmaco (SD: desviacién estandar; CV: coeficiente de variacion).

Ni el tamafio de particula ni la calidad de las suspensiones poliméricas,
variaban considerablemente cuando se cargaron diferentes cantidades de firmaco en
las particulas poliméricas. No se observo presencia de sedimentos voluminosos /
agregados o agregacion de particulas (Figura 1A). La escasa estabilidad de las NPs de
PLGA en un medio acuoso supone una limitaciéon en el uso clinico de estas NPs.
Con el fin de mejorar la estabilidad a largo plazo de estos nanosistemas coloidales,
se utiliz6 trehalosa como crioprotector. Una concentracion optimizada del 5% p/v
de trehalosa se utilizo para almacenar las NPs a -20°C. Para valorar la estabilidad de
estos sistemas, las particulas se sometieron a varios ciclos de congelacion-
descongelacion. Después de cada ciclo se midi6é la media de los diametros de las

particulas (Figura 1B).
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Figura 1. PTX cargado en NPs de PLGA. Imagenes de SEM de NPs de PLGA (batra de escala: 1

um) (A). Efecto del uso del crioprotector sobre la media del didmetro de las particulas tras varios
ciclos de congelacién-descongelaciéon (B) (DO: diametro inicial; D1: didmetro tras 1 ciclo; D2:

didmetro tras 2 ciclos; D3: didmetro tras 3 ciclos; D-: didmetro sin crioprotector).
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Como se puede observar en la Figura 1B, las particulas congeladas sin
crioprotector mostraron un aumento importante de tamafio (hasta 600 nm, =
165%) también en la distribucién de tamafios. Cuando se utilizé trehalosa como
crioprotector, las particulas sufrieron un ligero aumento del tamafio del 13%
después del primer ciclo de congelacion-descongelacion. Después del tercer ciclo, el
aumento fue de aproximadamente el 29%, dando como resultado un diametro de

300 nm que es aceptable para una administraciéon parenteral.

3.3.3.2. Carga de PTX en las nanoparticulas de PLGA

Los resultados obtenidos en la incorporacion del PTX en la NP,
demostraron que un aumento en la concentraciéon de farmaco (2.25; 4.5; 6.75 mg)
no dio lugar a una diferencia significativa en la eficiencia de encapsulacion (EE%)
cuando el peso del polimero se mantuvo constante (45 mg).

Debido a la naturaleza hidrofébica del farmaco y el polimero se esperaba que
las NPs de PLGA cargadas con PTX sintetizadas mediante nanoprecipitacion fueran
reproducibles con altos valores de EE (%). El porcentaje de EE fue superior al 85%
en todos los casos. Los valores mas altos de EE (%) fueron obtenidos para
concentraciones de PTX del 5% p/p. La razoén es que la gran cantidad de polimero
redujo la pérdida de farmaco durante el proceso de fabricacién y mostré un
aumento mas ligero de la encapsulacion del farmaco, del 85 al 91%. Los valores de
DL estaban en el intervalo de 5-13% p/p. Estos resultados demuestran que el
tamafio de particula y EE no se vieron afectados significativamente por la
concentracion de firmaco cuando otras variables de la formulacién se mantienen

constantes.

3.3.3.3. Liberacion de PTX de las nanoparticulas de PLGA

La liberacién de farmaco 7 vitro se evalud en una solucion de PBS a pH 7,4 y

una temperatura de 37°C. La liberacion de PTX de las NPs de PLGA en tres
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concentraciones diferentes, mostré un proceso bifasico tipico de estos polimeros
(Pridge y cols., 2009). Tal perfil de liberacion sostenida del farmaco se caracterizé en
todos los casos por una fase inicial de gran liberaciéon de PTX (hasta = 25% en 1 h),
liberandose las moléculas restantes de PTX de una manera mas sostenida durante un
periodo de 15 dias (Figura 2). NP con mayor carga de farmaco (10 y 15%)
mostraron la misma tendencia con un patrén de liberaciéon mas rapido en el que
alrededor del 90% del PTX fue liberado en 15 dias para las NPs PTX-PLGA 15%.
En consecuencia, este fendmeno muestra que el farmaco se dispersa uniformemente

dentro de las particulas y sale de ellas principalmente por mecanismos de difusion.

Farmaco liberado (%)

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Tiempo (dias)
——5% -®-10% ——1%

Figura 2. Cinética de liberaciéon de PTX de las NPs de PLGA. Los ensayos ## vitro fueron
realizados con las NPs de PLGA con un contenido teérico de farmaco de 5, 10 y 15% p/p (PBS
pH 7.4, 37°C con 0.1% v/v Tween®80) Media + SD (n=3).

3.3.3.4. Ensayo de hemolisis

La compatibilidad de las NPs de PLGA con los eritrocitos humanos se testo
mediante un ensayo de hemolisis. La concentraciéon de hemoglobina en la muestra
se midi6 a 492 nm. Como se puede observar en la figura 3A, las NPs de PLGA no
produjeron lisis en la membrana de los eritrocitos humanos en ninguna de las
concentraciones de NP utilizadas, incluso en las concentraciones mas altas. Todos
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los porcentajes de hemolisis fueron menores del 1% y muy similares a los obtenidos
en los controles negativos con PBS, en comparacion al control positivo con Triton
X-100 al 20%. Esto también puede observarse en imagenes de los eritrocitos
tratados con PLGA obtenidas mediante microscopia 6ptica, donde se observan
eritrocitos totalmente integros sin alteraciéon de su morfologfa tipica de disco
biconcavo (Figura 3B). Por lo tanto, las NPs de PLGA mostraron una excelente

biocompatibilidad con los eritrocitos humanos.
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Figura 3. Ensayo de hemolisis con las NPs de PLGA. Las NPs de PLGA sin farmaco fueron
usadas a diferentes concentraciones para determinar su capacidad de hemolisis. Los resultados estan
expresados como el porcentaje de eritrocitos lisados frente a las concentraciones de PLGA usadas
en (ug/ml) (A). Imagen de eritrocitos tratados con NPs de PLGA a 250 pg/ml (B). El ensayo fue

realizado por triplicado.

3.3.3.5. Ensayos de proliferacion celular

Los resultados de los ensayos de proliferacion celular indicaron que las NPs
de PLGA sin farmaco no fueron toxicas para ninguna de las lineas celulares testadas,
ya sean tumorales (humanas y de raton) como no tumorales, en la mayoria de las
dosis testadas (p>0,05) (Figura 4). Tan solo en la linea celular E0771 aparecen

diferencias con el control en la dosis mas alta de 100 nM (p<0,05).
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Figura 4. Ensayo de toxicidad celular con NPs de PLGA. Las NPs de PLGA sin fiarmaco se
testaron en todas las lineas celulates de mama (MCF-7, MDA-MB-231, T47D, SK-BR-3, MCF-10A,
E0771) a diferentes concentraciones (0,1-100 nM) para determinar el porcentaje de proliferacién
celular. Las células se expusieron a las NPs durante 4 dias con una renovacién del medio y los
tratamientos a las 48 h. Los datos han sido representados como la media * la desviacién estindar

de cultivos por triplicado.

Respecto a la toxicidad de las formulaciones con el farmaco, el PTX, tanto
libre como transportado por las NPs de PLGA, mostré una respuesta dosis
dependiente en todas las lineas celulares. Sin embargo, la citotoxicidad fue
significativamente alta cuanto el PTX estaba cargado en las NPs de PLGA en
comparaciéon con el PTX libre (p<0.05) (Figura 5, Tabla 2). De hecho, el
tratamiento con PTX cargado en las NPs de PLGA fue capaz de reducir la ICso del
farmaco 1,74 veces (desde 9,13 a 5,24 nM) en la linea celular MCF-7. Esta reduccién
de la IC50 del PTX, lleg a ser de 3,03 veces en la linea E0771. Sin embargo, también
se observo reduccion de la ICso del farmaco en la linea celular no tumoral MCF-

10A.
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Figura 5. Ensayo de proliferacién celular con NPs de PLGA cargadas con PTX. Las lineas
celulares MCF-7 (A), MDA-MB-231(B), T47D (C), SK-BR-3 (D), MCF-10A (E) y E0771 (F),

fueron tratadas con las NPs de PLGA cargadas con PTX y con el PTX libre. Los cultivos celulares

sin tratamiento fueron usados como controles negativos. La proliferacién celular se determiné

mediante en ensayo de la SRB (ver seccién de material y métodos). El porcentaje de citotoxicidad

fue medido después de 4 dias de incubacién con los tratamientos en un rango de concentraciones

(0,1 a 100 nM) con una renovacién del medio y los tratamientos a las 48 h. Los datos han sido

representados como la media ¥ la desviacion estandar de cultivos por triplicado.

Tabla 2. ICsp del PTX y PTX-PLGA en lineas celulares de mama de tejidos tumorales y no

tumorales humanos y de raton.

Linea celular PTX ICs (nM) PTX-PLGA ICs (nM) *Veces que reduce la ICs
MCF-7 9,13 5,24 1,74
MDA-MB-231 20,08 15,36 1,31
T47D 5,6 3,96 1,41
SK-BR-3 6,7 4,94 1,36
MCF-10A 8 3,6 2,23
E0771 74,6 24,6 3,03

* Veces que el PTX cargado en las NPs de PLGA reduce la ICso del PTX libre
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3.3.3.6. Anailisis del ciclo celular

El perfil del ciclo celular de las lineas tratadas con las NPs de PLGA cargadas
con PTX se analizé para comprobar si la encapsulaciéon del PTX mediante el uso de
NPs puede modificar el patrén de ciclo celular en comparaciéon con el tratamiento
con el PTX libre. Los resultados muestran que el PTX transportado por NPs de
PLGA induce un arresto en la fase G2/M, similar al que produce el tratamiento con
PTX libre. Sin embargo, la linea SK-BR-3 tiene un alto porcentaje de células en la
fase G2/M (26.7% mas) con el tratamiento con las NPs PTX-PLGA en
comparacion con el PTX solo (Figura 6). Asimismo, la linea celular MCF-7 también
mostré un pequefio incremento en este porcentaje de células después del
tratamiento con las NPs de PTX-PLGA (7,05% mas). Ademas, en las lineas
celulares T47D y SK-BR-3 pudo observarse un ligero incremento del porcentaje de
células que se encuentran en la fase subGi en comparaciéon con el PTX libre
(aumento del 9,74% y 14,3% respectivamente). Las células tratadas con PLGA sin
farmaco, no mostraron diferencias en cuanto al patréon de ciclo celular en

comparacién con el control negativo de células sin tratamiento.
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Figura 6. Anilisis del ciclo celular en células tratadas con NPs PTX-PLGA. Las lineas celulares
MCF-7 (A), MDA-MB-231(B), T47D (C), SK-BR-3 (D), MCF-10A (E), E0771 (F) fueron tratadas
con PTX libre, PTX transportado por NPs de PLGA y NPs de PLGA sin farmaco a su respectiva
dosis de ICsp del PTX durante 48 h. Las células sin tratamiento fueron utilizadas como control
negativo. Los resultados estan expresados como el porcentaje de células marcadas en cada una de
las fases del ciclo celular. Los datos han sido representados como la media + la desviacion estandar

de cultivos por triplicado.

3.3.3.7. Ensayos de internalizacion celular

Las células fueron tratadas con NPs de PLGA cargadas con NR para
comprobar si las NPs efectivamente son capaces de internalizar la molécula
transportada en las células. Para este proposito, la internalizacion celular fue
observada mediante citometria de flujo y microscopia, tanto de fluorescencia como
confocal, comparando células tratadas con NR y NR transportado en NPs de
PLGA. Los resultados de citometria de flujo mostraron que la internalizacion celular
fue mayor en el caso del NR transportado por NPs de PLGA en comparaciéon con

el NR libre.
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La internalizaciéon celular fue muy similar entre el NR y NR-PLGA en los
tiempos de exposicion iniciales (0,5h), pero la internalizacion de NR-PLGA
aumenta respecto al NR a partir de la primera hora de exposicion en la linea celular
MCF-7 (Figura 7A) de manera notable. Concretamente, la internalizacién celular del
NR-PLGA fue mayor que el NR en los siguientes porcentajes: 24,5, 62,5, 70,1, 63 y
51,3% para tiempos de exposicion desde 0,5 a 4 horas respectivamente. Este
aumento en la incorporacién celular, también se ve reflejado en los resultados que
obtuvimos mediante microscopia de fluorescencia, donde se puede observar mayor
intensidad de fluorescencia en las imagenes de células tratadas con NR-PLGA en
comparaciéon con NR (Figura 7B). Por ultimo, también se observé mediante
microscopia confocal la incorporaciéon de NR-PLGA en la linea MCF-7. Las
imagenes muestran una mayor intensidad de fluorescencia con las células tratadas

con NR-PLGA en todos los tiempos de exposicion (Figura 8).
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Figura 7. Internalizacién celular del NR transportado en NPs de PLGA. La internalizacién celular
del NR fue determinada cuantitativamente mediante citometria de flujo en la linea celular MCF-7
tratada con NR y NPs de PLGA cargadas con NR (0,5 uM) desde 0,5 a 6 h (A). Los ensayos fueron
realizados en duplicado (media T desviacién estindar). La internalizacién celular del NR fue
determinada cualitativamente mediante microscopia de fluorescencia en la linea celular MCF-7 (B)
tratada con NR libre (b’) y NR cargado en las NPs de PLGA (b”) (0,05 pM). Las imagenes

mostradas en la figura fueron obtenidas a las 4 h de exposicién al farmaco y a un aumento de 20X.
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NR-PLGA
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Figura 8. Imigenes de microscopia confocal de la linea celular MCF-7 tratada con NR cargado en
NPs de PLGA. La linea celular MCF-7 se trat6 con NR cargado en NPs de PLGA y NR libre (0,05
uM) a diferentes tiempos de exposicién (desde 0,5 a 4 h) y se tifieron sus nucleos celulares con 5
pg/mL de Hoechst 33258. La figura muestra imagenes superpuestas de los tratamientos a
diferentes tiempos de exposicién con NR o las NPs NR-PLGA y Hoechst 33258 (imagenes con
fondo oscuro) y ademas con la superposicién de imagenes tomadas en campo claro (imagenes con

fondo gris) (barra de escala: 10 um).
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3.3.3.8. Tratamiento de esferoides tumorales multicelulares

Para determinar la efectividad de las NPs de PTX-PLGA en un sistema que
limita el acceso del farmaco a todas las células tumorales, generamos MTS a partir
de la linea celular MCF-7. Los resultados mostraron que los MTS analizados
mediante CCK-8 y que se trataron con las NPs PTX-PLGA mostraron una
disminucién significativa de la proliferacion celular en comparacion con los MTS
tratados con PTX desde la primera dosis adminstrada (p<0,05). Por otra parte, los
MTS tratados con las NPs blancas de PLGA no experimentaron cambios en su

viabilidad, siendo ésta alrededor del 100% en todas las dosis (p>0,05) (Figura 9).
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Figura 9. Ensayo de proliferacién con CCK-8 de los MTS de la linea celular MCF-7, de MTS
tratados con PTX, PTX-PLGA y PLGA tras 96 h de exposicién a diferentes dosis. Los MTS que
no fueron tratados se utilizaron como controles negativos. Los datos han sido representacién como

la media * la desviacién estindar de MTS por octuplicado.

Sin embargo, en cuanto a la evolucién del volumen de los MTS, a priori los
MTS que presentan un volumen mas reducido son los tratados con el farmaco libre,
como podemos observar en la figura, siendo mas pequefios, pero también mas
compactos (Figura 10). En cuanto a las imagenes de microscopia (Figura 11)
tomadas de los MTS sometidos a los diferentes tratamientos, muestran diferencias

en el tamafio y la compactaciéon de las estrucutras: los MTS tratados con PTX-
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PLGA presentan una disgregacion mas temprana, mostrando una superficie mas
desorganizada que los MTS tratados con PTX libre, que tardan mds en
desorganizarse y muestran una superficie mas compacta. Esta no reduccién tan
evidente del volumen en el caso de los MTS tratados con PTX-PLGA, podria
deberse a su disgregacion temprana tras recibir el tratamiento, mucho mas rapida
que en el caso de los MTS tratados con PTX y mostrando una superficie mas
desorganizada (Figura 11), pudiendo estar relacionada esta pérdida de integridad del

MTS con el decrecimiento de la proliferaciéon celular observada anteriormente

mediante CCK-8.
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Figura 11. Imdgenes representativas de la evolucién de los volumenes de MTS de la linea celular
MCEF-7. En las imagenes pueden observarse MTS no tratados, tratados con PLGA, PTX y PTX
transportado en las NPs de PLGA a una dosis de 36,5 nM y la concentraciéon equivalente de NPs
de PLGA sin farmaco (dia 0, 2, 4 y 6 del experimento, desde la primera administracién). El
volumen de los MTS fue calculado midiendo su didmetro mas largo y el mas corto (ver la seccién

material y métodos) (barra de escala: 100 um; aumento 10X).
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Discusion

A pesar de los recientes avances en las posibilidades terapéuticas que
poseemos para luchar contra el cancer (cirugfa, radioterapia y quimioterapia) y sus
posibles combinaciones, existen limitaciones en su uso que hacen necesario el
desarrollo de nuevas estrategias que mejoren los resultados actuales. En el caso
concreto de la quimioterapia, las limitaciones son muy diversas y pueden estar
relacionadas con la pobre solubilidad del agente para ser administrado y la necesidad
de utilizar solventes téxicos (ze. PTX), una rapida metabolizaciéon y una corta vida
media en el torrente sanguineo que limitan la llegada de farmaco al tejido tumoral
(ze. 5-FU) o su actividad toéxica sobre células normales (ze. DOX). A estas
limitaciones, debemos sumar la pérdida de efectividad de algunos agentes
quimioterapéuticos que, tras mejorar inicialmente la progresion de la enfermedad,
dejan de ser efectivos por el desarrollo de resistencia (resistencia a multiples
farmacos o MDR).

En este contexto, la nanotecnologia aplicada al transporte de farmacos
antitumorales es una nueva herramienta que pretende superar estas limitaciones a
través del disefio de nanoformulaciones especificas ya sea para solubilizatlos,
protegerlos de su rapida eliminacién y degradacion, aumentar su especificidad frente
a un determinado tipo de tejido, o evitar o bloquear los posibles mecanismos de
resistencia que pudieran afectar su actividad. Ademas, estas nanoformulaciones
permiten realizar terapia de asociacion transportando varios farmacos a la vez,
alcanzar  estructuras  protegidas por  barreras  especiales (ze.  barrera
hematoencefalica), e incluso, monitorizar los tratamientos mediante técnicas de
imagen. Nuestro trabajo de investigacion aborda el desarrollo y analisis de diferentes
tipos de nanoformulaciones (PBCA, PCL y PLGA) asociadas a farmacos
antitumorales (DOX, 5-FU y PTX) con el objeto de mejorar su efectividad frente al
cancer de mama, pulmoén y colon.

Hemos desarrollado estas nuevas formulaciones mediante protocolos de
sintesis totalmente reproducibles basados en modificaciones de los métodos de
emulsion/polimetizacion, disposicion interfacial de polimeros y nanoprecipitacion.
En todos los casos, hemos conseguido sintetizar NPs biodegradables, con carga

negativa en superficie, adecuadas para su administracion intravenosa, con forma
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esférica y con didmetros inferiores a 250 nm, facilitando asi la acumulaciéon e
internalizacién de la molécula transportada en las células (Decuzzi y cols., 2009). Las
NPs cuyas condiciones de sintesis presentaron los mejores perfiles de carga y
liberacion del farmaco fueron seleccionadas para realizar los ensayos en modelos de
cancer tanto zx vitro COmo n vivo.

En relaciéon a las NPs de DOX-PBCA, los mejores perfiles de carga de
farmaco fueron obtenidos adicionando mondémeros de cianoacrilato a la solucién,
justo antes de la formaciéon de la NP, debido al establecimiento de puentes de
hidrégeno entre el farmaco y el polimero en formacion, a la dificultad del farmaco
para escapar de la red polimérica y a la interacciéon entre la carga positiva del
farmaco y la negativa de la matriz polimérica (Gaihre y cols., 2009; Poupaert y
Couvreur, 2003, 2003; Yu y cols., 2008). Ademas, la NP fue optimizada reduciendo
su tamafio y aumentando la eficiencia de encapsulacion de DOX (del 50% al 80%)
mediante la modificaciéon de sus condiciones de sintesis entre las que se encontro el
aumento de la velocidad de agitaciéon durante la polimerizaciéon del monémero y el
cambio de tensioactivo (Pluronic F-68 por dextrano 70).

En las NPs de PLGA, el uso de trehalosa (5% p/v) mejoré su estabilidad en
medio acuoso, y esta estabilidadfue proporcional a la concentraciéon de este
crioprotector (Abdelwahed y cols., 20006), y facilité su conservacion en congelacion.
De hecho, tras vatios ciclos de congelacion/descongelacion, estas NPs apenas
sufrieron cambios de tamafio, a diferencia de las NPs sin trehalosa que llegaron a
aumentar su tamafio hasta en un 165%. Este efecto protector de la trehalosa ha sido
observado por otros autores que han destacado su efecto positivo como agente
estabilizador en la congelacién de particulas de PLGA (Fonte y cols., 2016a; 2016b;
Holzer y cols., 2009). En relaciéon al transporte de PTX, el aumento de la
concentraciéon de farmaco (2.25; 4.5; 6.75 mg) no alter6é significativamente la
eficiencia de encapsulaciéon (EE%) cuando el peso del polimero se mantuvo
constante (45 mg). En todos los casos se obtuvieron porcentajes de encapsulacién
superiores al 85%, siendo los valores mas altos los obtenidos para concentraciones
de PTX del 5% p/p. La existencia de una gran cantidad de polimero redujo

significativamente la pérdida del PTX durante el proceso de sintesis, lo que
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representa un importante avance para el uso de las NPs de PLGA que poseen como
gran inconveniente el no poder encapsular grandes cantidades de farmaco (Danhier
y cols., 2012).

Por ultimo, las NPs estudiadas poseen en general, una liberacién bifasica del
farmaco con una fase de liberacion rapida que puede corresponderse a la liberacion
del farmaco que queda adherido en la superficie y posteriormente una liberaciéon
mucho mas lenta y sostenida del farmaco que esta inmerso en la matriz del polimero
ya por la desintegraciéon de la NP, la difusion del farmaco a través de la matriz
polimérica o ambas (Arias y cols., 2008; Danhier y cols., 2012; Gibaud y cols., 2004;
Graf y cols., 2009; Kumari y cols., 2010; Ortiz y cols., 2012; Pohlmann y cols., 2013;
Pridge y cols., 2009; Sadat Tabatabaei Mirakabad y cols., 2014).

4.1. Las nanoparticulas poliméricas de PBCA y PCL mejoran
el efecto citotoxico in vitro de la DOX en cancer de pulmoén y

mama

Las NPs de PBCA y PLC vacias (sin farmaco) mostraron una excelente
biocompatibilidad en los modelos 7z vitro de cancer de mama y pulmén. De hecho,
no fue observada ninguna toxicidad cuando se usaron en las lineas tumorales
humanas MCF-7 y A549 y de raton E0771 y LL2 derivadas de cancer de mama y
pulmon, respectivamente. Ademas, en el caso de las NPs de PCL, tampoco fue
detectada toxicidad cuando se usaron cultivos de la linea no tumoral de
cardiomiocito de rata HOC2. La biodegradabilidad y biocompatibilidad de las NPs es
fundamental en la vehiculizaciéon de farmacos antitumorales ya que les permiten ser
meros transportadores del farmaco, sin dar lugar a ningun efecto adverso y
desapareciendo del organismo tras su degradacion (Vert y cols., 1992; Woodruff y
Hutmacher, 2010). Nuestros resultados indican que las nanoformulaciones
generadas son un sistema seguro para el transporte de biomoléculas, que pueden ser
usadas en experiencias /z vivo y que el efecto citotoxico inducido es provocacdo sélo

por las moléculas de farmaco transportadas.
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Los estudios 2 vitro en los que se compard el efecto citotéxico de la DOX en
su forma libre y transportada por NPs de PBCA y PCL (DOX-PBCA o DOX-PCL)
sobre las lineas tumorales anterioremente mencionadas, demostraron que las
nanoformulaciones indujeron claramente una mayor inhibicién de la proliferacién
celular. Esta inhibicién pudo ser detectada en algunos tipos celulares, como MCF-7
y E0771, con tiempos de exposicién muy cortos (tan solo 8h). Estudios previos
describen resultados similares utilizando NPs de PBCA con otros agentes
antitumorales como epirubicina en la linea celular A549 (Yordanov y cols., 2013) o
cisplatino en células tumorales de ovario (Doun y cols., 2014). No obstante, hasta la
fecha no se ha descrito ningun incremento significativo en la actividad antitumoral
de DOX asociada al uso de NP de poli(alquilcianoacrilato). Autores como Wohlfart
y cols., (2011a; 2011b) han podido demostrar la mejora de la actividad antitumoral
de la DOX transportada por NPs poli(isohexilcianoacrilato) (PIHCA) en células de
glioblastoma de rata (101/8). En la linea de glioma C6 el uso de DOX-PBCA redujo
la ICsp del farmaco hasta 1,22 veces (Zhang y cols., 2016). Otros autores como
Duan y cols., (2012b) también han conseguido observar una reduccién significativa
en la proliferaciéon celular inducida por DOX cuando esta fue asociada a NPs de
chitosan/PBCA pero sélo tras su funcionalizadas con acido félico.

En general, la citotoxicidad de las antraciclinas aumenta cuando son
vehiculizadas en NPs de PBCA. No obstante, en algunos casos, esta asociacion
(farmaco/NP-PBCA) puede suponer una limitacion en el tratamiento al impedirse la
liberacion del agente antitumoral. Evangelatov y cols., (2016) describe este efecto
usando NPs de PBCA que vehiculizan epirubicina y que mostraron un menor
porcentaje de muerte celular en comparacién con la epirubicina libre en células
HelLa. El mecanismo por el cual un farmaco es mas activo asociado a una NPs y los
mecanismos de regulacion de su actividad estda ain por determinar. Una de las
causas podria ser el uso de tensioactivos que ejerzan alguna acciéon sobre los
mecanismos de resistencia a firmacos o aumenten la permeabilidad de la membrana
plasmatica (Ambruosi y cols., 2006; Li-Blatter y cols., 2009). De hecho, se ha

propuesto que el uso de surfactantes no iénicos como el Pluronic® F-68 (utilizado

272



Discusion

en nuestro trabajo de investigacién para sintetizar varias nanoformulaciones) podria
contribuir al aumento de la citotoxicidad (Yordanov y cols., 2012; 2013).

Por otra parte, las NPs de PCL asociadas a DOX fueron capaces de se
reducir la ICso del farmaco entre 2,3 y 2,75 veces para células de cancer de pulmon y
entre 7,8 y 65 veces para células de cancer de mama. Ademas, fue extremedamente
interesante el hecho de que estas nanformulaciones DOX-PCL no incrementaron la
toxicidad del farmaco en células cardiacas (linea H9C2). Otros autores también han
mostrado un mayor efecto antiproliferativo de diferentes farmacos antitumorales
cuando son vehiculizados en NPs de PCL. Asi, el celastrol asociado a PCL aumento
su actividad citotoxica hasta un 40% en la linea de carcinoma prostatico PC3 en
comparacion con el farmaco libre (Sanna y cols., 2015). La quercetina cargada en un
copolimero que contiene PCL disminuyé su ICso hasta 4,6 veces en la linea de
cancer de mama SK-BR-3 (Suksiriworapong y cols., 2016) y el carboplatino hasta
3,06 veces en la linea de glioblastoma-astrocitoma U-87 MG (Karanam y cols.,
2015). Ademas, NPs de PCL y PEG cargadas con DOX mostraron una reduccién
en la ICso del farmaco de unas 1,84 veces en la linea celular T47D y de 1,85 veces en
la linea celular MCF-7 (Eatemadi y cols., 2016).

Por otra parte, las NPs de PCL consiguieron mejorar la actividad citotoxica
de la DOX en células de cancer de mama y pulmén en comparacién con otras
nanoformulaciones. De hecho, hemos demostrado una notable mejora de la
citotoxicidad de DOX-PCL frente a la linea A549 de cancer de pulmén en
comparacion con la descrita por Arunraj y cols., (2013) quienes, utilizando
nanogeles compuestos por quitina y PCL-DOX, aumentaron 1,6 veces la ICso de la
DOX. Nuestas NPs PCL-DOX también poseen mucho mayor efecto sobre células
de cancer de mama (MCF-7) que las NPs mesoporosas de silice con DOX utilizadas
por Gao y cols., (2011) o los polimeros de fosfato de calcio utilizados por Min y
cols., (2012). Recientemente, NPs conjugadas con el péptido Smac han reducido la
ICs0 de 1a DOX 2,22 veces en la linea MDA-MB-231 (Li y cols., 2015), en contratse
con las 7,8 o 65 veces que la redujeron las NPs de DOX-PCL en las lineas MCF-7 y

E0771, respectivamente. Por dltimo, se han mostrado reducciones de la ICso de la
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DOX vehiculizada en NPs de PCL-PEG de 1,84 y 1,85 veces en las lineas humanas
de cancer de mama T47D y MCF-7 (Eatemadi y cols., 2010).

La internalizacién de farmacos hacia las células tumorales puede ser facilitada
mediante el uso de NPs polimericas dando lugar a un incremento de su actividad
antitumoral (Zheng y cols., 2011). Para determinar el papel que juegan las NPs de
PBCA y PCL en la internalizaciéon del farmaco DOX en las células tumorales de
mama y pulmon, se utilizaron citometria de flujo y microscopia de fluorescencia con
varios tiempos de exposicion a DOX y DOX-NPs. En todos los casos, se pudo
observar una mayor intensidad de fluorescencia de DOX dentro de las células
cuando estaba vehiculizada por las NPs de PBCA y PCL en comparacién con la
DOX libre. Esta fluorescencia se incrementd progresivamente con el tiempo de
exposicion, lo que sugiere que las NPs pueden mejorar la incorporacion del farmaco
dentro de las células. Mediante citometria de flujo y utilizando DOX-PBCA, hemos
podido observar incrementos en la internalizacién de DOX de un 32,1% y 64,8% en
células LL/2 y A549 en los tiempos mas largos de exposicién y en comparaciéon con
la DOX libre. Otros autores, como Karanam y cols., (2015) también han mostrado
una mayor presencia del fluorocromo FITC en las células U-87 MG cuando fue
transportado por NPs de PCL. De la misma forma, celulas Hel.a tratadas con NPs
de PBCA asociadas a epirubicina mostraron una mayor intensidad de fluorescencia
en comparaciéon con las células tratadas con epirubicina libre (Evangelatov y cols.,
2010).

Por otra parte, el uso de NPs puede inducir cambios en la localizacion
intracelular del farmaco. Asi, las células tratadas con DOX libre presentaron una
localizacion preferentemente nuclear en todas las lineas celulares. Por el contraio, el
uso de DOX-PBCA y DOX-PCL provocé presencia de farmaco también en el
citoplasma, sobre todo tras periodos cortos de exposicion, lo que podria deberse a la
continua liberacién del mismo desde el polimero (Cheng y cols., 2012; Li y cols.,
2013). Resultados similares han sido observados en la linea celular A549, lo que
sugiere que las NPs facilitan la entrada del farmaco a las células pero que también
dificultan su llegada inmediata al nucleo (Yordanov y cols., 2013a). Otros estudios

han mostrado que, mientras que el FICT transportado por copolimeros de PEG-
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PCL-polietilenimina y cargados con DOX se localizé en el citoplasma en la linea
4T1 de cancer de mama de raton, la localizacion de la DOX libre fue
mayoritariamente nuclear (Guo y cols., 2015). Asimismo, ha podido ser observada
una mayor concentraciéon de cumarina en el citoplasma celular, con el uso de NPs
de PCL modificadas con d-alfa-tocoferol polietilenglicol 1000 y asociadas a este
agente y una mayor intensidad de fluorescencia en células tratadas con FITC
vehiculizado en NPs de PCL (Karanam y cols., 2015; Suksiriworapong y cols.,
2016). Ademas, el tratamiento con NPs de epirubicina-PBCA produjo una
localizacion preferente de este farmaco en el citoplasma. Estos autores demostraron
que la entrada de estas NPs cargadas de farmaco se produjo via endocitosis y que
esta diferente via de entrada en comparacion con el farmaco libre podria ser la causa
de la diferente localizacion intracelular y de las diferencias en la intensidad de
fluorescencia (Evangelatov y cols., 2016).

Algunos autores han sugerido que la presencia de tensioactivos en las NPs
podria alterar las proteinas de transporte de membrana, aumentando asi, la entrada
del farmaco en las células (Yordanov y cols., 2012; 2013a). Sin embargo, otros
autores atribuyen las diferencias de localizaciéon del farmaco a los diferentes
mecanismos de entrada de la DOX en la célula, que puede ser por difusiéon simple
para la DOX libre y por endocitosis, pinocitosis o fagocitosis para la DOX
vehiculizada por NPs (Hillaireau y Couvreur, 2009; Upadhyay y cols., 2010; Ren y
cols., 2011; Ma y cols., 2013; Evangelatov y cols., 2016). Asi, se ha hipotetizado
sobre la posibilidad de que el farmaco asociado a las NPs sea demasiado grande para
atravesar la membrana plasmatica y nuclear, siendo el farmaco nuclear resultado de
una liberacién previa desde las NPs (Sahay y cols., 2010; Iversena y cols., 2011). Por
tanto, la DOX transportada en NPs, una vez dentro de la célula, podria ser liberada
de la NP que se biodegrada en el endosoma, alcanzando finalmente el ntucleo y
ejerciendo su efecto citotoxico (Iversena y cols., 2011; Arora y cols., 2012).

La entrada de las NPs en las células puede estar influenciada por diversos
factores fisico-quimicos de las propias NPs entre los que destacan su geometria o su
carga de superficie (Zhang y cols., 2012b; Ma y cols., 2013). A pesar de que las NPs

con carga positiva pueden interactuar mejor con las membranas celulares cargadas
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negativamente y mejorar su internalizacién, se ha observado que éstas son
detectadas mas facilmente 7z vivo por el sistema inmune. Por lo tanto, las NPs
neutras o con carga negativa podrian ser mas adecuadas para su aplicaciéon clinica
(Gratton y cols., 2008; He y cols., 2010). En cuanto a la geometria, la forma esférica
se ha descrito como una de las mas adecuadas para su internalizacién en las células
tumorales (Chithrani y cols., 2006). Ademas, se ha planteado la hipétesis de que el
aumento de la internalizacién celular de las NPs podria deberse a una mala
regulacion de la via endocitica en las células tumorales (Mellman y Yarden, 2013;
Elkin y cols., 2015). Esta podria ser una explicacién para entender por qué no
obervamos una mayor citotoxicidad con DOX-PCL en relaciéon a la DOX libre en la
linea no tumoral H9C2.

Por otra parte, la demostrada mayor presencia de DOX dentro de las células
tumorales cuando es transportada por NPs del tipo PBCA y PCL, podria explicar el
aumento de citoxicidad del farmaco tras los tratamientos de DOX-PBCA y DOX-
PCL. Este hecho, ha podido observarse mediante MET en la linea MCF-7 tratada
con DOX-PBCA, donde se produjo un mayor dafio mitocondrial y alteraciones en
el nucleo en comparacion con el uso de DOX libre. Estas lesiones celulares parecen
dependientes de la concentracion intracelular de firmaco como se demostré en la
linea HI9C2 tratada con DOX (Sardao y cols., 2009). De hecho, la DOX puede
interactuar con el complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial aumentando el
estrés oxidativo mediante la generaciéon de ROS, alterando asi el potencial
transmembrana mitocondrial, aumentando la permeabilidad mitocondrial vy
reduciendo los niveles de ATP (Mordente y cols., 2012; Gharanei y cols., 2013;
Carvalho y cols., 2014). Ademas, la DOX puede interferir en diversas vias
metabolicas, como la glucolisis, la 8-oxidacion, fosfoliacién oxidativa y la induccién
de la peroxidacion de las membranas celulares (Carvalho y cols., 2014; Stérba y cols.,

2011).
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4.2. La DOX asociada a PBCA y PCL tiene un mayor efecto

antitumoral en modelos in vivo de cancer de mama y pulmoén

Para determinar la actividad de las nuevas nanformulaciones de DOX 7 vivo,
se realizaron experiencias utilizando la cepa de ratones inmunocompetentes
C57BL/6 que fueron inoculados subcutaneamente con células tumorales E0771 de
cancer de mama y LL2 de cancer de pulmén, ambas provenientes de la misma cepa
de ratén. Durante y tras la administracion de los tratamientos, se midi6 el volumen
de los tumores, el peso de los ratones y se determiné su supervivencia. En el caso de
las NPs de DOX-PCL también se analiz6 la toxicidad producida por el farmaco en
tejidos y sangre de los ratones.

Las NPs de DOX-PBCA y DOX-PCL fueron capaces de reducir
significativamente el volumen tumoral en comparaciéon con el farmaco libre tanto en
el modelo de cancer de mama como en el de cancer de pulmén. Asi, pudimos
demostrar que el tratamiento con DOX-PBCA inhibié un 40% mas el volumen
tumoral respecto al uso de DOX libre en ratones con tumores de mama. Estas
mismas nanoformulaciones también produjeron una reduccioén significativa, aunque
menor del volumen tumoral en el modelo de cancer de pulmoén. Las NPs de PCL
cargadas con DOX, también disminuyeron significactivamente el volumen tumoral
en ambos modelos 7 vivo, siendo dicha reduccién de aproximadamente un 36% en
comparacion el farmaco libre. Estos datos representan una mejora importante en la
actividad del farmaco contra los tumores de mama y pulmén y respecto a otros
resultados publicados (Attia y cols., 2013; Pu y cols., 2013; Zou y cols., 2013). Asi,
Yang el al. (2013) consiguié una reduccién menor del volumen tumoral (21,4%)
utilizando copolimeros de N-(2-hidroxipropil) metacrilamida (HPMA) cargados con
DOX en comparaciéon con los ratones tratados con DOX libre. Wang y cols.,
(2013), utilizando curcumina y DOX cotransportadas en micelas de PEG y NPs de
PCL, también consiguié un resultado mas limitado que el nuestro en ratones
C57BL/6 con tumores subcutineos inducidos con la linea LLI2. Por el contrario,

resultados similares a los nuestros han sido mostrados en modelos murinos con
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xenoinjerto de cancer de mama inducido con células MDA-MB-231, tratados con
DOX vehiculizada en “nanobins” o en micelas no mineralizadas (Lee y cols., 2010;
Min y cols., 2012). También, ciertas nanoformulaciones lipidicas fueron capaces de
mejorar el efecto antitumoral de la DOX en modelos iz vivo de cancer de mama
inducidos con la linea celular 4T1 (Fernandes y cols., 2016). Debido a que ninguna
de las NPs estudiadas en este trabajo de investigacion presenta funcionalizacion,
podriamos atribuir el mayor efecto antitumoral observado, a la mayor acumulacion
en los tejidos tumorales del farmaco cuando es vehiculizado por las NPs lo que
puede estar relacionado a su direccionamiento pasivo producido por el efecto EPR,
aunque este aspecto no ha podido ser demostrado atn (Baban y Seymour, 1998;
Maeda y cols., 2000, 2013; Moghimi y cols., 2001; Wang y Thanou, 2010).

Uno de los aspectos mas importantes en el analisis de la actividad
antitumoral de las nanoformulaciones 7z vivo, es la determinacion de la toxicidad
inducida, factor muchas veces limitante de su utilidad clinica. En nuestro estudio
hemos podido demostrar que la DOX unida a las NPs no indujo en ningin caso
una perdida de peso de los ratones en relacion a la DOX libre, siendo este hecho un
indicador importante del no aumento de la toxicidad del tratamiento. Estos
resultados son similares a los de otros autores que también utilizaron el peso de los
ratones como un indicador de la toxicidad terapéutica (Petri y cols., 2007; Yang y
cols., 2013). Asi, basandonos en el trabajo de Yang y cols. (2013) quienes utilizaban
DOX asociada a un copolimero en bloque, determinamos el cambio en el peso de
los ratones durante el tratamiento con NPs DOX-PBCA en el modelo z vivo de
cancer de mama. Nuestros resultados mostraron una evolucién similar del peso del
grupo que no recibié tratamiento y del grupo tratado con NPs de PBCA sin
farmaco. Sin embargo, durante los 15 dias del tratamiento, los ratones tratados tanto
con DOX como DOX-PBCA mostraron una significactiva pérdida de peso en
comparacioén con el grupo control. No obstante, fue muy relevante observar que
dicha perdida de peso fue significativamente menor con el uso de DOX-PBCA que
con la DOX libre, lo que podria ser un indicio de que transportar el farmaco en
estas NPs podria disminuir su toxicidad. Tras la finalizacién de la administracién del

tratamiento, los ratones recuperaron el peso, siendo éste al final de la experiencia (33
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dias) similar en ambos grupos. Otros estudios, si bien es cierto que realizados en
otros tipos tumorales (gliomas intracraneales), no encontraron diferencias
significativas en el peso de los ratones después del tratamiento con DOX y DOX-
PBCA (Petti y cols., 2007).

Las NPs de DOX-PCL fueron sometidas a un estudio de toxicidad zz vivo
mas amplio que incluy6 la administraciéon de una dosis tnica de DOX y de DOX-
PCL de 10 mg/kg. Se pudo obsetvar que a nivel tisular, la DOX libre produjo
algunas lesiones en el tejido cardiaco acompafiado de un aumento significativo en
los niveles de CRP en suero. Ademids, la DOX libre alter6 los parametros
sanguineos de los ratones, reduciendo de forma significativa el valor WBC. Sin
embargo, los ratones tratados con las NPs DOX-PCL no mostraron dafio tisular ni
modificaciéon alguna de los wvalores WBC ni de los marcadores de dafo
carciovascular (MMP-9, sVACM-1 y CRP) respecto a los valores control. Estos
marcadores sanguineos son comunmente utilizados para detectar enfermedades
cardiovasculares y se sabe que puede aumentar sus niveles en sangre, especialmente
en el caso de CRP, cuando se administra DOX, (Chua y cols., 2016; Ky y cols.,
2014; Okur y cols., 2016). Nuestros resultados sugieren que las NPs de PCL, no
s6lo aumentan la actividada antitumoral de la DOX, sino que son capaces de reducir
su toxicidad cardiaca y sanguinea. Esto podria ser debido a un patrén de
biodistribucién diferente del farmaco cuando es transportado por NPs, haciendo
que se acumule menos DOX en el tejido cardiaco (Chen y cols., 2013, 2016; Tran y
cols.,, 2014; Xie y cols.,, 2014). Por otra parte, ninguno de los tratamientos
experimentados produjo pérdida de peso o alteraciones en otros tejidos como los
pulmones o el higado, si bien es cierto que este hecho puede estar relacionado con la
dosis de farmaco administrada (Zhu y cols., 2014). Otros autores como Sun y cols.,
(2016) también han mostrado una disminuciéon de la toxicidad de la DOX
transprotada por NPs de monometoxi PEG-PCL en ratones con melanoma. De
igual forma, Chen y cols., (2016) obtuvo resultados similares con DOX y PTX
vehiculizados en NPs de PCL con las que se co-trataron ratones BALB/c “nude”

que portaban tumores subcutaneos inducidos por la linea KBv.
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Finalmente, y en cuanto a la supervivencia de los ratones, los resultados
encontramos fueron diversos. Asi, en el modelo de cancer de mama tratado con las
NPs DOX-PCL y DOX-PBCA, no se encontraron diferencias significativas de
supervivencia respecto al firmaco libre, asf como en el modelo de cancer de pulmén
con nanoparticulas de DOX-PBCA. Estos resultados variables en lo que a
supervivencia se refiere, podrian deberse a tiempos de tratamiento relativamente
cortos para observar modulaciones en esta variable, aunque puedan permitir
determinar diferencias en cuanto a volumen tumoral y toxicidad. No obstante, la
posible aplicaciéon de una pauta de nanoformulaciones con menores dosis de DOX,
dada la mayor actividad antitumoral observada, podria disminuir la toxicidad
sistémica del farmaco y por tanto, en lo que se refiere a la influencia de este factor

en la mortalidad de los de ratones, mejorar su supervivencia.

4.3. Las nanoparticulas de PBCA y PCL mejoran el efecto

citotoxico del 5-FU en modelos in vitro de cancer de colon

Los estudios 7z vitro utilizando 5-FU transportado por las NPs de PBCA
y PCL, demostraon que su efecto antiproliferativo fue mayor que el del 5-FU
libre en todas las lineas celulares testadas (T84, HT29, HCT15, CCD18, MC38).
Los resultados mas relevantes fueron los obtenidos en la linea celular humana
de cancer de colon T84 donde se observé que la NP 5-FU-PCL fue capaz de
reducir el valor de la ICs¢ del farmaco en unas 45 veces. Ademas, en la mayoria
de las lineas testadas las NPs de PBCA y PCL por si solas no fueron toxicas
como fue mostrado en estudios anteriores (Kuo-Yung C y Yu-Der, 2009;
Hadjikirova y cols., 2005). Estos resultados demuestran, por tanto, un gran
efecto citotoxico de nuestras nanoformulaciones sobre las lineas celulares
usadas, en relacion a otros estudios previos con otras nanopaticulas
transportadoras de 5-FU. Tal es el caso de NPs de PLGA que fueron capaces
de disminuir la ICso del 5-FU en la linea HT29 tan sélo 4 veces (Wang y cols.,

2015) o NPs de quitosano que solo incrementaron la inhibicién de la
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proliferacion de la linea SW480 en un 20% en comparacién con el farmaco libre
(Cheng y cols., 2013). Jain y Jain (2008) demostraron que las NPs de quitosano
y acido hialurénico cargadas con 5-FU incrementaron en 2,6 veces la toxicidad
del farmaco frente a la linea HT29. Estos resultados fueron mejorados usando
acido foélico (Li y cols., 2011). En el caso de copolimeros de poly(y-bencil-L-
glutamato) y PEG cargados con 5-FU, se observé un incremento de la
inhibicién del cremiento celular en la linea de cancer de colon LoVo asi como
un aumento de la vida media en plasma del 5- FU (Li y cols., 2008). Asimismo,
se produjo una mayor reducciéon de la viabilidad celular en la linea HT29
mediante el uso del 5-FU vehiculizado en NPs lipidicas sélidas y en SPIONs
transportadores de pectina (Dutta y Sahu, 2012). El estudio de Ortiz y cols.,
(2012) demostré que las NPs de PCL incrementaron el efecto antitumoral del
5-FU en la linea SW480, mientras que Zhang y cols., (2011) demostré que las
NPs de PCL funcionalizadas con acido fdélico pueden incrementar el efecto
citotoxico del 5-FU en las células de cancer de colon. La doxifluridina (un
profarmaco del 5-FU) también ha sido cargado en NPs de PCL demostrando
un importante efecto antiproliferativo en la linea celular HT29 (Wang y Peng,
2011). En cuando a las NPs de PBCA cargadas con 5-FU, han mostrado una
buena tolerancia en el caso del carcinoma basocelular superficial (Hadjikirova y
cols., 2005).

La gran reducciéon de la proliferacion celular observada con los
tratamientos con 5-FU-PBCA y 5-FU-PCL podria deberse a una internalizacién
celular mas rapida del farmaco cuando éste es transportado en NPs,
aumentando asi su concentracién intracelular. Como comentamos previamente,
dicha internalizacién depende no solo de las caracteristicas fisico-quimicas de la
NP, sino también del proceso que intervenga en su internalizacion celular como
por ejemplo, la endocitosis (Harush-Frenkel y cols., 2008; Mosesson y cols.,
2008).

Por otra parte, a pesar de la variedad de estudios 7z vitro que existen con
NPs vehiculizadoras de 5-FU, son pocos los estudios 7z vivo que nos permitan

conocer la efectividad de estos nanocompuestos para su posible uso clinico.
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Para asegurar el potencial terapéutico de las NPs 5-FU-PBCA y 5-FU-PCL se
analizé6 su comportamiento 7z vive utilizando ratones con tumores de colon
inducidos. Se pudo observar que en los ratones tratados con 5-FU-NPs se
produjo una significactiva reduccién del volumen tumoral que fue mucho
mayor que la observada con el farmaco libre. El tratamiento con las NPs de 5-
FU-PCL produjo una mayor reducciéon tumoral (64%) que el tratamiento con
NPs de 5-FU-PBCA (51%). En comparacién con otros estudios, el efecto
antitumoral del 5-FU fue mayor que el observado en NPs de quitosano
cargadas con 5-FU en un modelo ortotépico de cancer de higado de ratén
(Cheng y cols., 2014).

El analisis de la tasa de supervivencia demostré que, a pesar de la
reduccién del volumen tumoral producida por el 5-FU libre, dicha tasa no se
modifico respecto a los ratones controles. Por el contrario, la supervivencia de
los ratones fue significativamente mayor en aquellos que fueron tratados con 5-
FU-PBCA y 5-FU-PCL en comparacién con los ratones sin tratamiento y
ratones tratados con NPs sin farmaco y 5-FU libre. Esto podria deberse a un
aumento de la baja especificidad que posee el 5-FU, que es capaz de afectar no
solo a las células tumorales, sino también a los tejidos sanos, aunque este
aspecto no ha posido ser demsotrado (Llorca y cols., 2005).

El mecanismo por el que el 5-FU cargado en las NPs puede incrementar
su actividad antitumoral aun no esta totalmente dilucidado. Sin embargo, sus
caracteristicas fisico-quimicas, especialmente su tamafio nanométrico, podria
ser responsable de una mayor acumulacién en los tejidos tumorales debido al
efecto EPR (Moghimi y cols., 2001). Este fenémeno se basa en la inusual
estructura de los vasos sanguineos que irrigan los tejidos tumorales (Baban y
Seymour, 1998) y que presentan grandes espacios entre las células endoteliales y
discontinuidades en la membrana basal, lo que altera la normal difusién de
macromoléculas a través del tejido endotelial. Ademas, en los tejidos tumorales
el aclaramiento de macromoléculas es deficiente debido a su baja circulacion

linfatica (Maeda y cols., 2000). Sera necesario realizar mas estudios 7z vivo para
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entender mejor el mecanismo por el que las NPs de 5-FU-PBCA y 5-FU-PCL

aumentan el efecto antitumoral del farmaco.

4.4. Mejora del efecto antitumoral in vitro del PTX mediante el

uso de nanoparticulas poliméricas de PLGA

El polimero de PLGA, un polimero con alta biocompatibilidad,
biodegradabilidad e interesantes propiedades fisico-quimicas, esta siendo
ampliamente analizado como candidato para el transporte de diferentes tipos de
farmacos antitumorales (Parveen y Sahoo, 2008), entre los que se encuentran los que
poseen baja solubilidad. Uno de ellos, el PTX, es un potente citotoxico de amplio
espectro que sin embargo debe ser disuelto en Cremophor® EL para su uso; un
solvente téxico para los pacientes que puede inducir graves efectos secundarios
(anafilaxia) (Adams y cols., 1993; Weiszhar y cols., 2012). En nuestro trabajo de
investigacion hemos desarrollado NPs de PLGA para el transporte de PTX con el
objetivo de incrementar su efecto antitumoral y evitar el uso de solventes toxicos.

Las NPs de PLGA sintetizas se caracterizaron por poseer una excelente
biocompatibilidad en todas las lineas celulares testadas, asi como con los eritrocitos
humanos. La biocompatibilidad y biodegradabilidad de este polimero ha sido
previamente demostrada habiéndose aprobado su uso en humanos por la FDA
(Acharya y Sahoo, 2011; Li y cols., 2009). Esta buena biocompatibilidad y
biodegradabilidad se debe, entre otros motivos, a que la degradacién del polimero
da lugar a acido lactico y acido glicdlico, que son dos metabolitos normalmente
presentes en las células y facilmente metabolizables en el ciclo de Krebs (Acharya y
Sahoo, 2011; Danhier y cols., 2012; Kumari y cols., 2010).

Demostrada la biocompatibilidad de nuestros sistemas, se generaron
nanoformulaciones de PTX-PLGA para analizar su efecto antiproliferativo 7 vitro.
Las NPs de PLGA cargadas con PTX produjeron un incremento de la actividad
antitumoral del PTX de hasta 1,74 veces en células de cancer de mama (MCF-7), en
comparacion con el efecto citotoxico del farmaco libre. Esta mejora en la

citotoxicidad del farmaco asociado a PLGA también ha sido observada por otros
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autores como Vicari y cols., (2008) quienes obtuvieron alrededor de un 25% mas de
citotoxicidad con el uso de PTX-PLGA en la linea celular humana de cancer de
mama MDA-MB-231 a las 48 h de exposicion. Parveen y Sahoo, (2011) también han
demostrado que NPs de PLGA-PTX cubiertas con PEG y quitosano, provocan una
significativa reduccién del valor de la 1Cso del PTX en la linea celular MCF-7 (de
10,2 ng/mL con el PTX libre a 0,8 ng/mL PTX-PLGA) tras 5 dias de tratamiento.
Por otra parte, el tratamiento de la linea celular MCF-7 con un copolimero de
PLGA y dextrano cargado con PTX también mostr6 una significactiva reduccion de
la ICso del farmaco (unas 2,2 veces) tras 96 h de exposiciéon. Ademas, este mismo
tratamiento en la linea MCF-7/Adr (que presenta un fenotipo de resistencia a
multidrogas) consiguié una reduccién de la ICso de PTX mucho mayor (7,8 veces)
en compacion con el taxol libre (Liu y cols., 2015). Dicha reduccidon, sin embargo,
no estuvo relacionada con la expresion de P-GP, sino con el mecanismo de entrada
de las NPs en la célula que fue capaz de salvar la actividad de la bomba de eflujo
(Liu y cols., 2015; Sahay y cols., 2008) haciendo al farmaco “invisible” al mecanismo
de resistencia. Por ultimo, los estudios 7z vitro demostraron una actividad
antiproliferativa similar del PTX-PLGA y PTX libre en relaciéon a lineas celulares
tumorales y no tumorales. Resultados similares a los nuestros han sido obtenidos
por Zubrtis y colaboradores (2013), quienes observaron que tanto el tratamiento con
PTX libre como el PTX cargado en NPs, presentaron una toxicidad similar en lineas
celulares tumorales de mama y lineas no tumoral (ze. MCF-10A), no existiendo
diferencias de internalizacion celular. Sin embargo, estudios 7z vivo demuestran un
gran efecto antitumoral de estas NPs-PTX en comparaciéon con el PTX libre (Liu y
cols., 2013). Por tanto, nuestros resultados con la linea no tumoral humana de
mama, no son necesariamente limitantes para el uso de la NPs-PTX ya que existen
muchos mas factores implicados en el efecto citotoxico de un farmaco vehiculizado
por una NP en un sistema biolégico, como es el efecto EPR, por el cual las NPs
tienden a acumularse mas en los tejidos tumorales debido a la estructura diferente y
mas desorganizada de sus vasos sanguineos (Maeda y cols., 2001, 2009; McGuire y

Markman, 2003).
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El analisis de la internalizacién de nuestras NPs en las células fue llevado a
cabo mediante el uso de NPs transportadoras de NR, fluoréforo que permite
monitorizar el recorrido de dichos nanocomplejos en el interior celular. Nuestros
resultados demuestran que, incluso con tiempos cortos exposicion, las células
tratadas con NPs de NR-PLGA presentaron una mayor intensidad de fluorescencia
que las tratadas NR libre, indicando que las NPs favorecen la internalizacion. Esta
mayor eficiencia puede deberse a las propiedades fisico-quimicas de las NPs y a su
mecanismo de entrada en las células (Danhier y cols., 2012; Kumari y cols., 2010;
Vasir y Labhasetwar, 2008). Una carga de superficie positiva podria favorecer la
interaccion de las NPs con las membranas celulares y asi su internalizacion, sin
embargo, nuestros sistemas poseen carga negativa, pudiéndo explicarse su mayor
internalizaciéon por el propio mecanismo de entrada celular ya sea pinocitosis o
endocitosis mediada por clatrina (Danhier y cols., 2012).

Por otra parte, la uniéon de PTX a las NPs de PTX, no modifico en ningin
caso el mecanismo de accién del farmaco. Sabemos que el PTX produce un arresto
en la fase G2/M del ciclo celular debido a una inhibicion del proceso de
polimerizacién-despolimerizacion de los microtibulos provocando una disminucion
de la proliferacion celular (Jordan y Wilson, 2004; Prota y cols., 2013). Los
resultados obtenidos en nuestros estudios, muestran un perfil del ciclo celular
similar en todas las lineas celulares tratadas durante 48 h con PTX libre, PTX-PLGA
y NPs de PLGA vacias. Sélo la linea SK-BR-3, MCF-7 y T47D presentaron un
incremento del porcentaje de células en las fases G2/M o subGi, comportamiento
que también han demostrado otros autores (Cui y cols., 2016; Markeb y cols., 2016;
Ruttala y cols., 2017; Xing y cols., 2016). Esta modificacién no supuso alteracion del
mecanismo de accién del farmaco como tal, si no mas bien una potenciacién, ya que
la parada de ciclo en la fase G2/M acaba provocando una entrada de las células en
subG1 (apoptosis).

Por ultimo, los estudios  vitro fueron completados con el analisis del efecto
del PTX-PLGA sobre modelos tridimensionales de células tumorales (esferocitos
multicelulares o MTS) que permitieron una aproximacion al comportamiento en

modelos 2 vive, ya que son sistemas que remedan el crecimiento de la masa tumoral.
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Estos sistemas poseen una zona superficial mas expuesta al farmaco generandose en
el interior, como en el caso de los tumores primarios insertos en el tejido, un
gradiente de oxigeno, nutrientes y catabolitos (Hirschhaeuser y cols., 2010;
McMahon y cols., 2012). Monitorizando el volumen de los esferocitos y utilizando
CCK-8 para determinar la citotoxicidad de los tratamientos (Guo y cols., 2015;
Kadletz y cols., 2015, Zhang y cols., 2017), analizamos el efecto de PTX-PLGA
sobre la viabilidad de los MTS generados de células MFC-7 en comparacién con el
efecto del PTX libre. Nuestros resultados demostraron una mayor desorganizacion
de los esferocitos tratados con PTX-PLGA en comparacién con los tratados con
PTX que se presentaron mas pequefios y compactos. Dicha desorganizacién pudo
ser visualizada desde los primeros tiempos del tratamiento. Este fenémeno podria
deberse a que las células de la superficie de los MTS son las primeras en captar los
farmacos y por tanto sufrir apoptosis, que en este caso serfa mayor en el caso de los
MTS tratados con PTX-PLGA segtin pudimos demostrar por los analisis con CCK-
8. La mayor muerte en las células de la periferia de los esferocitos podria expandir el
espacio entre ellas haciendo posible la entrada del farmaco a zonas mas interiores
del MTS, con lo cual favoreceria su difusion al interior de la estructura (Lu y cols.,
2008). Lee y cols., (2014) utilizaron microparticulas multicapa constituidas por
PLLA y PLGA cargadas con DOX y PTX, de manera independiente y también de
manera conjunta. A diferencia de nuestros resultados, solo la co-administraciéon de
DOX y PTX dentro de las NPs de PLLA/PLGA junto con el Poli (1,6-bis(p-
carboxifenoxi)hexano) (PCPH) consigui6 una mejora en la reducciéon de la
viabilidad de los esferocitos de MFC-7 en comparacion con los farmacos libres, lo
que representa un menor el efecto citotéxico que el descrito por nosotros y
necesitando ademas de una terapia combinada con DOX para mejorar el efecto.
Otros autores como Jiang y cols., (2013), han usado PTX cargado en NPs de
carbonato de trimetileno para el tratamiento de esferocitos glioblastoma (linea de
U87-MG) aunque con pobres resultados. Asi, la modificacion de volumen de los
esferoides fue de un 87,2% con PTX libre y de un 74,3% para el PTX cargado en las
NPs. Solo la introduccién en la NP de un péptido para la administracién selectiva de

farmacos en tumores ricos en integrina desintegro el esferocito desde tiempos muy
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cortos de exposicion, lo cual podria ser una posible via para mejorar la NP de

PLGA.

En conclusion, numerosas NPs estan siendo testadas para la mejora de los
efectos de clasicos agentes antitumorales en el tratamiento del cancer de mama y
pulmoén. Sus caracteristicas fisico quimicas y los resultados de las experiencias iz vitro
e in vivo, son esenciales para el éxito de las nuevas estrategias de tratamiento. Muchas
de ellas (7e. vesiculas lipidicas, liposomas, etc) muestran serias limitaciones derivadas
de su rapida eliminaciéon por los rifiones, su contacto con el sistema
reticuloendotelial o su poca capacidad para penetrar en los tejidos tumorales. Las
NPs poliméricas desarrolladas y testadas en el presente trabajo de investigaciéon han
demostrado ser nanoformulaciones eficientes con un tamafio homogéneo, habilidad
para solubilizar farmacos hidrofébicos, liberacién sostenida de los farmacos y por
ultimo, estables y potencialmente modificables en sus propiedades fisico-quimicas
para adaptarlas a diferentes necesidades. Estas nuevas nanoformulaciones se
presentan como un primer paso para mejorar los tratamientos quimiterapéuticos
actuales, especialmente en aquellos pacientes que poseen tumores de mama y
pulmoén avanzados y, por tanto, con escasa respuesta al tratamiento actual y pobre
prondstico. Futuros ensayos seran necesarios para aportar nuevos datos de la
utilidad real de estos nuevos nanofarmacos y de su aplicalibilidad en la practica

clinica para la mejora de la supervivencia de estos pacientes y de su calidad de vida.
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En base a los resultados presentados, las conclusiones de este trabajo de

investigacion son las siguientes:

1- Se han sintetizado nuevas nanoformulaciones de PBCA y PCL asociadas a DOX
y 5-FU y NPs de PLGA asociadas a PTX mediante protocolos de sintesis
reproducibles  basados  en  modificaciones de  los = métodos  de

emulsioén/polimerizacion, disposicién interfacial de polimeros y nanoprecipitacion.

2- Las NPs sintetizadas y seleccionadas para los ensayos 7z vitro e in vivo fueron
biodegradables, con carga negativa en superficie, de forma esférica, con diametros

inferiores a 250 nm y con una alta capacidad de carga y liberacién del farmaco.

3- Las NPs de PBCA, PCL y PLGA vacias no fueron toxicas en los sistemas 7 vitro

e /n vivo utilizados, mostrando una excelente biocompatibilidad.

4- Las nanoformulaciones de PBCA, PCL y PLGA asociadas a DOX, 5-FU y PTX
disminuyeron significativamente la ICso de los farmacos antineoplasicos en las lineas
tumorales testadas, tanto humanas como de raton, en relacién con los farmacos

libres, indicando una potenciaciéon de su efecto citotédxico.

5- Las NPs poliméricas de PBCA, PCL y PLGA, incrementaron la internalizacion
celular del fluoréforo transportado, disminuyendo su tiempo de incorporacion y

aumentando su concentracion intracelular, en comparaciéon con su administraciéon

libre.
6- La DOX transportada por las NPs de PBCA y PCL mostré una localizacion

intracelular tanto nuclear como citoplasmatica, a diferencia de la DOX libre que

presento una localizacion predominantemente nuclear.
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7- Las NPs de PBCA y PCL asociadas a DOX y 5-FU, indujeron una reducciéon del
volumen tumoral de los tumores de mama, pulmoén y colon inducidos en ratones

C57BL/6 significativamente mayor que con el tratamiento con los farmacos libres.

8- Las NPs de PCL fueron capaces de reducir la toxicidad del farmaco DOX en
ratones C57BL/6 tanto a nivel de pardmetros sanguineos, marcadores moleculares

de dafio cardiovascular y en lesion tisular cardiaca respecto a los ratones tratados

con DOX libre.

9- La vehiculizaciéon de los farmacos DOX y 5-FU en las NPs de PBCA y PCL
provocé en la mayoria de los casos una mejora en la tasa de supervivencia de los
ratones en comparacion con los tratados con fiarmacos libres a excepcion del
tratamiento de cancer de mama con nanoparticulas de DOX-PCL y DOX-PBCA y
de cancer de pulmoén con nanoparticulas de DOX-PBCA.

10- Las NPs PLGA, no modificaron el mecanismo de accién del farmaco PTX,
presentando tanto las células tratadas con PTX como las tratadas con PTX asociado

a PLGA, patrones similares de ciclo celular.

11- Los estudios de la actividad antiproliferativa de las NPs de PLGA asociadas a
PTX en modelos 7z vitro basados en esferoides tumorales multicelulares (MTS)
mostraron una disminucion significativa de la proliferacién celular en comparacion

con los MTS tratados con PTX libre.
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Based on the results exposed, the conclusions of this thesis are the following:

1- New nanoformulations of PBCA and PCL, carriers both of the antitumor drugs
DOX and 5-FU and NPs of PLGA, carriers of the PTX drug have been synthesized
by  reproducible  protocols based on the modified methods of

emulsion/polymetization, interfacial polymer disposition and nanoprecipitation.

2- The synthesized and selected NPs to perform the zz vitro and in vivo experiments
were biodegradable, with negative charge on their surface, with spherical shape, with

diameters of less than 250 nm and with high loading and drug release profiles.

3- Blank PBCA, PCL and PLGA NPs were non-toxic in the z vitro and in vivo

models, showing an excellent biocompatibility.

4- Nanoformulations of PBCA, PCL and PLGA loaded with DOX, 5-FU and PTX
significantly decreased the ICso of the antineoplastic drugs in the tumor cell lines
tested from human and mouse, en relation with free drugs, showing a higher

cytotoxic effect.

5- Polymeric NPs of PBCA, PCL and PLGA, increase the cellular uptake of the
carried fluorophore, decreasing their incorporation time and increasing their

intracellular concentration, compared to its free administration.

6- The DOX transported by PBCA and PCL NPs showed both nuclear and
cytoplasmic intracellular localization, unlike free DOX which only showed a mainly

nuclear localization.

7- PBCA and PCL NPs loaded with DOX and 5-FU, showed a greater reduction of
the tumor volume of breast, lung and colon tumors induced in C57BL/6 mice,

significantly higher compared to those treated with free drugs.
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8- PCL NPs were able to reduce the toxicity of the drug DOX in C57BL/6 mice in
blood parameters, molecular markers of cardiovascular damage and in cardiac tissue

injury compared to mice treated with free DOX.

9- The vehiculation of the drugs DOX and 5-FU in PBCA and PCL NPs, produces
in most cases, an improvement in the survival rate of mice compared to those

treated with free drugs, with the exception of the treatment of breast cancer with

DOX-PCL and DOX-PBCA NPs and lung cancer with DOX-PBCA NPs.

10- PLGA NPs did not modify the mechanism of action of the drug PTX, since
cells treated with PTX and PTX-PLGA showed similar patterns of cell cycle.

11- The antiproliferative studies with PTX-loaded PLGA NPs in 77 vitro models with

multicellular tumor spheroids (MTS) showed a significant decrease of cell

proliferation compared to the MTS treated with free PTX.
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