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RESUMEN

Las nanoparticulas poliméricas ofrecen una gran flexibilidad en la adaptacién de su
composicidn quimica, tamano, estabilidad, morfologia y funcionalidad superficial.
Como resultado, se emplean como transportadores de farmacos y agentes de
diagndstico para una amplia gama de aplicaciones en diagndstico y terapia.
Concretamente, se han llevado a cabo numerosos enfoques en nanotecnologia para
resolver problemas asociados con el uso de agentes terapéuticos convencionales
frente al cancer. El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el
mundo, segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), siendo la distribucion
inespecifica de los agentes terapéuticos en los tratamientos actuales una de las causas
mds importantes de esta alta tasa de mortalidad. Incluso en el caso de la curacién
completa del cancer, los efectos secundarios de los farmacos antitumorales son
devastadores para el paciente ocasionando una mayor convalecencia. Otras de las
limitaciones de los agentes terapéuticos convencionales son la toxicidad sistémica,
bajo indice terapéutico y baja solubilidad en agua (para la mayoria de los farmacos
guimioterapéuticos). Por lo tanto, el desarrollo de técnicas terapéuticas con efectos
secundarios minimosy de herramientas de diagndstico mejoradas son necesarias para
el tratamiento del cancer. La implementacién de nuevas estrategias nanotecnolégicas
ha atraido una gran atencién y ofrece una respuesta prometedora en la terapia contra

elcancer.

El objetivo general de esta tesis doctoral es el desarrollo y la validacion de
nanosistemas multifuncionales para su aplicacién terapéutica y diagndstica frente al

cancer.

Durante el desarrollo del presente trabajo se ha realizado la sintesis y caracterizacién
de nanoparticulas de poliestireno aminofuncionalizadas, reticuladas y monodispersas
con diferentes tamaiios comprendidos entre 100 - 500 nm y se han caracterizado con
diferentes técnicas como DLS, microscopia laser confocal, microscopia de barrido y de
fuerza atémica (Objetivo 1). Se ha descrito una nueva metodologia para estimar el
numero de nanoparticulas por volumen de manera rapida y accesible mediante

espectrofotometria introduciendo un nuevo parametro —nimero de NPs por célula-

Vv



gue abre un amplio abanico de aplicaciones en ensayos celulares porque asegura la
reproductibilidad y el control exhaustivo de las condiciones del experimento
permitiendo la comparacién entre nanoparticulas de diferentes lotes (Objetivo 2). Asi
mismo, hemos desarrollado con éxito un nanosistema terapéutico basado en las
nanoparticulas de poliestireno para la liberacién dirigida y selectiva de farmacos. En
primer lugar, se desarrollé y valido, quimica y biolégicamente (in vitro), un
nanosistema terapéutico basado en nanoparticulas funcionalizadas con un farmaco
guimioterapéutico (Objetivo 3). Basandonos enlos resultados obtenidos, se disefiaron
y evaluaron, quimicay biolégicamente (in vitro), nanosistemas basados en anticuerpos
monoclonales, en primer lugar, como sondas de marcaje tumoral y, posteriormente,
tras la conjugacion del farmaco como agentes terapéuticos selectivos (Objetivo 4).
Por ultimo, se desarrollé y validd, quimica y biolégicamente (in vitro e in vivo) un
nanosistema terandstico mediante la trifuncionalizacién de las nanoparticulas con un
farmaco, un fluoréforo y un ligando orientador, permitiendo el tratamiento selectivo
antitumoral junto con la visualizacién y el seguimiento de la eficiencia del tratamiento

(Objetivo5).

Vi
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Introduccion

Capitulo I: Introduccion

1.1. Nanomedicina

La primera vez que se hablé de nanotecnologia fue en el afio 1959 cuando el fisico
Richard Feynman, especialista en mecanica cudntica, pronuncié su famoso discurso
“There is plenty of room at the bottom” en el Instituto de Tecnologia de California®.
Feynman planted la posibilidad de manipular objetos en la escala nanométrica
anticipando las oportunidades tecnoldgicas de los mismos. No fue hasta 1974 cuando el
término nanotecnologia fue acuiiado por el profesor Norio Taniguchi de la Universidad
de Ciencia de Tokio?. El término nanotecnologia significa literalmente cualquier
tecnologia desarrollada en la escala nanométrica que tiene aplicaciones en el mundo
real. De manera general, se podria definir como la fabricacion de materiales,
estructuras, dispositivos y sistemas funcionales a través del control y ensamblado de la
materia en la escala nanométrica, asi como la aplicacién de nuevos conceptos vy
propiedades (fisicas, quimicas, bioldgicas, mecdnicas, eléctricas) que surgen como
consecuencia de esa escala tan reducida. Entre algunas de las aplicaciones de la
nanotecnologia destacamos: salud y medicina, electrdnica, transporte, energia y medio

ambiente y exploracién espacial, entre otras?.

En el area de la salud y la medicina hablamos de nanomedicina, definida por Ia
plataforma tecnolégica europea de nanomedicina (ETPN, del inglés “The European
Technology Platform for Nanomedicine”) como "la aplicacién de la nanotecnologia para
lograr avances en la atencidn médica que explota las propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas, propiedades mejoradas y, muchas veces, nuevas de los materiales en la
escala nanométrica”. La nanomedicina utiliza herramientas de tamafio nanométrico
para el diagndstico, prevencién y tratamiento de enfermedades y para obtener una
mayor comprension de la fisiopatologia compleja y subyacente de la enfermedad. El
objetivo final es mejorar la calidad de vida de los pacientes. Comprende tres areas
centradas en: a) el diagndstico, b) la liberacién controlada de farmacos, y c) la medicina

regenerativa®>.

La nanomedicina centrada en la aplicacidn de las nanoparticulas®’ busca abordar varios
desafios médicos y deficiencias a los que se enfrenta la medicina convencional, que

incluyen la baja biodisponibilidad del farmaco y de la diana especifica, la toxicidad
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sistémica y organica, entre otras®®. Las nanoparticulas destinadas a un uso médico se
han inspirado en las diversas nanoparticulas "naturales" presentes en el cuerpo, que
incluyen vesiculas de tamafio nanométrico, como lipidos, proteinas vy
biomacromoléculas complejas que regulan el funcionamiento natural de los sistemas
vivos, y pueden actuar como portadores de moléculas activas. La mayoria de estos
ejemplos comprenden lipidos y nano-transportadores poliméricos con farmacos

encapsulados para la liberacién dirigida de firmacos de manera sostenida®1%12,

1.1.1. El papel de las nanoparticulas en nanomedicina

Las nanoparticulas juegan un papel clave en la nanomedicina, ya que pueden
transportar y liberar de forma eficiente sondas de imagen, agentes terapéuticos, o
materiales bioldgicos en sitios especificos, como pueden ser un drgano concreto, un

tejido, o incluso, una célula subyacente.

Las nanoparticulas se definen como aquel material particulado de tamafio nanométrico
que presenta diferentes formas como esferas!®!4, estrellas’®, planos'®'’, formas
alargadas'®!® etc., y pueden ser disefiadas y preparadas con diversas estructuras
poliméricas, pesos moleculares, composicién y funciones para satisfacer los
requerimientos de un farmaco en particular y su aplicacién. Presentan una quimica
definida, asi como, caracteristicas dpticas y mecdnicas particulares, gran area superficial
frente al volumen y reactividad alta, propiedades Unicas que hacen de estos sistemas
unas herramientas prometedoras e innovadoras para el desarrollo de plataformas de
diagndstico y de tratamiento, las cuales podrian superar las limitaciones de los
tratamientos actuales (Figura 1.1). Hasta la fecha, un nimero considerable de agentes
basados en nanoparticulas se han desarrollado y aprobado para el tratamiento del
cancer, diabetes, dolor, asma, alergia e infeccién, entre otros?®?!, Mas alld del uso
ampliamente extendido de las nanoparticulas como transportadores de
quimioterapicos, como por ejemplo Doxil®??, las nanoparticulas han mostrado un gran
potencial para el transporte y la liberacién de varios agentes terapéuticos nuevos contra
el céncer, incluyendo agentes molecularmente dirigidos?®, oligonucledtidos
antisentido?#2>, ARN interferente pequefio (sARNi)?627.282% mARN?° y oligonucledtidos
inhibidores de ADN?%, que pueden estar encapsulados o unidos covalentemente a la

superficie de las mismas.
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Las nanoparticulas presentan ventajas claves sobre los agentes moleculares
convencionales utilizados en medicina®3°. En primer lugar, los principios activos, por lo
general, escasamente solubles en agua, forman dispersiones acuosas estables lo que
permite su liberacién en el medio bioldgico. En segundo lugar, se puede adaptar la
composicién, tamano, forma y propiedades de la superficie para que, cuando se
introduzcan en el medio bioldgico, puedan proteger a los agentes encapsulados o
conjugados de la degradacidon los distintos mecanismos de defensa enddgenos. Los
mecanismos de defensa a los que se enfrentan incluyen la degradacién enzimatica,
inmunodegradacion, secuestro por el sistema reticulo endotelial en el torrente
sanguineo, la hidrdlisis acida en el estémago, aclaramiento mucociliar en los pulmones,

etc.®.

Por lo que al controlar el tamafio, forma y propiedades de superficie pueden
dirigirse no solo a érganos o tejidos especificos del cuerpo, sino también a sistemas

celulares y subcelulares especificos.

Propiedades fisicas Estructura (composicién quimica) Ligandos dirigidos
+  Tamafio +  Superficie * Liposomas (lipidos naturales y sintéticos) *  Moléculas pequefias.
*  Geometria hidrofébica * NPs poliméricas (polimeros degradables *  Anticuerpos y fragmentos.
* Carga * Propiedades y no degradables). *  Aptameros y acidos
superficial electronicas, *  Micelas (biomateriales anfifilicos) nucleicos.
*  Porosidad magneéticas y *  Dendrimeros *  Proteinas y péptidos.
* Elasticidad opticas * NPs proteicas (naturales o sintéticas). *  Azicares,
*  Rigidez *  NPsvirales (proteinas viricas)

* NPsinorganicas.
* Nanomateriales de carbdn.

Figura 1.1. Propiedades de las nanoparticulas. Las nanoparticulas pueden sintetizarse con diferentes
materiales y tener varias propiedades fisicoquimicas (por ejemplo, tamafio, caracteristicas superficiales y

elasticidad, entre otras) y pueden ser modificadas con diferentes ligandos orientadores.

En tercer lugar, se puede disefiar una matriz de nanodispositivos para la liberacién
controlada de farmacos en lugares especificos para conseguir una accién farmacoldgica
dptima y sostenida®?3334, Centrdndonos en cancer, mediante la coliberacién de

ingredientes farmacéuticos activos multiples, las nanoparticulas también han facilitado

11
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el uso de terapias anticancerigenas sinérgicas, evitando algunos mecanismos de
resistencia a fdrmacos, como por ejemplo el uso de nanoparticulas poliméricas para la
coliberacién de antimiR-10b y antimiR 21 en la terapia in vivo del cdncer de mama triple
negativo®®. En cuarto lugar, encontramos una de las ventajas Unicas de la nanomedicina,
la multimodalidad, es decir, realizar varias funciones diagndsticas y / o terapéuticas al
mismo tiempo3®37383%  Asi, la nanomedicina terandstica ofrece una estrategia
prometedora para monitorear la farmacodindmica, asi como la acumulaciéon de
terapéuticos y la progresién de la enfermedad, ofreciendo informaciéon importante
sobre la heterogeneidad dentro de los tumores y entre pacientes potenciales para un

tratamiento personalizado?®®4?,

En quinto lugar, hay que destacar que la nanomedicina estd ganando impulso en el area
de la inmunoterapia del cdncer ya que las nanoparticulas se han vuelto cada vez mads
atractivas como transportadores de antigenos (Ag) potentes o como coadyuvantes para
el desarrollo de vacunas sintéticas, con una mejora de la penetracion tisular y/o acceso
a los vasos linfaticos, internalizacion preferente por las células presentadoras de Ag,
liberacion sostenida de Ag o adyuvantes y escape de fagosomas mediada por
nanoparticulas antigénicas*?*3, y el desarrollo de vacunas frente al cancer**#>, Dentro
de este mismo campo, las nanoparticulas pueden presentar un gran potencial para
abordar las deficiencias asociadas con los productos bioldgicos, incluyendo los
anticuerpos monoclonales (mAc) que se utilizan para la inmunoterapia del cancer. Por
ejemplo, la liberacién de farmacos bioldgicos pueden inducir la formaciéon de
anticuerpos antifarmacos (ADAs, del inglés “antidrug antibodies”) que pueden afectar
adversamente su seguridad y eficacia*®. De hecho, la ingenierizacion de nanoparticulas
conrapamicina mostrd que servian para eliminar la formacion de ADAs relacionados con
los productos bioldgicos en ratones y primates no humanos®’, y en ensayos clinicos

humanos en curso®,

Por ultimo, las nanoparticulas no deben mostrar toxicidad una vez inoculadas en el
cuerpo vy tras realizar la funcién para la que fueron disefiadas deben excretarse de

manera segura del cuerpo. Todas estas ventajas se enumeran en la Figura 1.2.
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Formulacién de los agentes activos poco
solubles en agua

Proteccion de los agentes incorporados
frente a la degradacién

Liberacion controlada de los agentes
activos incorporados

Nanoparticulas
Multimodalidad de las funciones

diagndsticas y terapéuticas

Inmunoterapia para el desarrollo de
vacunas sintéticas

Eliminacién del cuerpo de forma intacta .
o biodegradada

Figura 1.2. Ventajas de las nanoparticulas en nanomedicina

1.1.2. Tipos principales de nanoparticulas
Entre los nanosistemas que se encuentran actualmente en el mercado o en desarrollo
preclinico encontramos predominantemente liposomas, conjugados de polimeros-

farmaco y nanoparticulas poliméricas.

1.1.2.1. Liposomas

Los liposomas son vesiculas esféricas no tdxicas, biodegradables y no inmunogénicas,
consistentes en una membrana con dos capas de moléculas lipidicas anfipaticas
naturales o sintéticas*®, con un tamafio comprendido entre 90-150 nm>°. En la pasada
década se prestd especial interés a los liposomas ya que eran capaces de encapsular
farmacos lipofilicos entre su membrana y farmacos hidrofilicos en su nucleo acuoso,
protegiendo el farmaco encapsulado de la degradacion enzimatica o ambiental®.
Ademas, los liposomas pueden liberar dos o mas agentes terapéuticos simultdneamente
y su membrana puede estar recubierta con ligandos especificos para llegar a células
diana, tejidos u 6rganos de interés>?°3, Un ejemplo de liposomas es el cisplatino
liposomal (Lipoplatino), un liposoma PEGilado que se encuentra en fase lll para el cancer
de pulmdédn no microcitico, desarrollado para reducir la toxicidad sistémica del

cisplatino®*.
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1.1.2.2. Conjugados farmaco-polimeros

Los conjugados de polimero y farmaco son las otras nanoplataformas ampliamente
estudiadas en la practica clinica®. La conjugacién de farmacos de molécula pequefia a
nanovehiculos poliméricos no solo prolonga el tiempo de circulacién in vivo de varios
minutos a varias horas, sino que también reduce la captacién celular por la ruta
endocitica. Los conjugados polimero-farmaco que se han probado clinicamente suelen
tener una estructura triple: el polimero, un enlazador y la carga bioldgica®. La quimica
moderna de polimeros esta produciendo estructuras cada vez mas intrincadas, con un
capacidad adicional para la seleccidn especifica de células, la regulacidon del trafico
intracelular y la localizacidén nuclear, y para permitir la incorporaciéon de combinaciones
de fdrmacos®®°’. Los copolimeros de HPMA que contienen el péptido ciclico RGD que se
dirigen a las integrinas avs; expresadas en vasos sanguineos tumorales angiogénicos y
células tumorales junto con un derivado del agente anticancerigeno y antiangiogénico
geldanamicina unidos a la cadena principal del polimero a través de un enlazador

degradable®® constituyen un ejemplo de este tipo de conjugados.

1.1.2.3. Nanoparticulas poliméricas.

Las nanoparticulas poliméricas ofrecen una gran flexibilidad en la adaptacion de su
composicién quimica, tamafio, biodegradabilidad, morfologia y funcionalidad
superficial®®. Como resultado, sirven como excelentes transportadores de farmacos para
una amplia gama de aplicaciones en diagndstico y terapia. En general, las nanoparticulas
poliméricas se pueden clasificar en nanoparticulas propiamente dichas, micelas,

nanogeles, nanocdpsulas y polimersomas (Figura 1.3).

Micelas

Nanocapsula Polimersoma

Figura 1.3. Tipos de nanoparticulas poliméricas.
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Las nanoparticulas poliméricas, definidas previamente, pueden sintetizarse con
polimeros naturales o sinténticos inocuos como poliésteres, poliaminoésteres,
polianhidridos, poliamidas y quitosano®®8?, Por lo tanto, se caracterizan por su seguridad
y por estar aprobados por las autoridades de diversas especialidades médicas y usos
farmacéuticos. Generalmente, los polimeros biodegradables se caracterizan por tener
un heterodtomo (-C-O-, - C-N- , C-S-, etc.), que facilita la hidrélisis y la escisiéon del
enlace®?. Estas nanoparticulas pueden degradarse mediante hidrdlisis in vitro e in vivo
en condiciones especificas, proporcionando asi el control en la liberacién del farmacoy
facilitando la excrecién del cuerpo. El acido poli(lactico-co-glicdlico) (PLGA) es un
poliéster aprobado por la Administracién de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos
(FDA, por sus siglas en inglés “Food Drug Administration”) cuyas nanoparticulas y
microparticulas se han utilizado con éxito en la nanoformulacién de varios
medicamentos. Sin embargo, debido a su lipofilia, las nanoparticulas de PLGA deben
recubrirse con un polimero hidrofilico biocompatible, como el polietilenglicol (PEG),
para un uso Optimo in vivo®. El quitosano, un polisacédrido natural, extraido
principalmente de la cascara de cangrejo, es otro material biodegradable; es hidréfilo y
catidnico, y puede unirse electrostaticamente a material genético aniénico, como ADN

y siARN, para aplicaciones en terapia génica®*®,

Las micelas poliméricas son normalmente autoensamblados de bloques anfifilicos.
Tienen una estructura caracteristica formada por nucleo-capa y un didmetro medio que
va desde 10 a 100 nm. Las micelas pueden mejorar significativamente la solubilidad de
farmacos lipofilicos en agua y su biodisponibilidad® y han aparecido recientemente
como uno de los sistemas mas ideales para el suministro de medicamentos escasamente
solubles en agua como paclitaxel (PTX), docetaxel (DTX) y doxorrubicina (DOX)®’. Sin
embargo, un problema practico que presentan las micelas poliméricas es que tienden a
disociarse y liberar sus cargas Utiles tras su dilucién e interaccionan con las proteinas y
las células presentes en sangre, que a menudo conducen a una liberacién prematura del

farmaco tras la inyeccién intravenosa®.

Los nanogeles son redes de polimeros hidrofilicos de tamafo nanométrico (20- 250 nm)
que estan entrecruzados fisica o quimicamente®. Poseen varias propiedades

interesantes como buena biocompatibilidad, excelente estabilidad (en particular,
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nanogeles entrecruzados quimicamente) y respuestas rdpidas a factores ambientales
como pueden ser la fuerza idnica, el pH y la temperatura’®. Para lograr una buena carga
de farmacos e inhibir la liberacién prematura de los mismos, se han introducido grupos
funcionales que generan interacciones fisicas particulares con los farmacos, o bien, se
han conjugado quimicamente los farmacos a los nanogeles. Ademas, pueden
modificarse quimicamente con diversos ligandos para la liberacidn especifica de
farmacos’?. Los nanogeles son particularmente atractivos para la liberaciéon de farmacos
constituidos por nucleétidos, como el ADN plasmidico, que se utiliza para la terapia
génica, ya que puede mejorar la internalizacién celular y prolongar el tiempo de
circulacién. Los nanogeles de ADN pueden integrar multiples elementos modulares,
incluidos los oligonucledétidos para inhibir la proliferacién celular, las ADNzimas para
inhibir la migracién celular y los aptameros para dirigirse a células cancerigenas
especificas. También son particularmente Utiles para dirigir farmacos a tumores gracias
al efecto EPR y se descubrié que los nanogeles catidénicos (PEO y poli (etilenimina))
aumentan el transporte de oligonucledtidos a través del epitelio gastrointestinal, e

incluso, de la barrera hematoencefilica.”?

Las nanocdpsulas son sistemas nanovesiculares que contienen una membrana
polimérica no tdéxica que encapsula un liquido interno (acuoso u oleoso) en su nucleo’.
Se pueden preparar por diferentes técnicas como el ensamblaje capa por capa (LBL),
emulsion y difusion, nanoprecipitacion, revestimiento del polimero y evaporacién del
disovente. El nucleo liquido se puede llenar con una gran cantidad de farmacos, mientras
gue la membrana puede ser disefiada para lograr una liberacién dirigida y controlada de
farmacos. El tamafio promedio con el que se obtienen es de 100 nm-500 nm’4. Como,
por ejemplo, la nanocapsula formada por un nucleo de PTX rodeado por una membrana
de PDDA (poli (dimetildialilamida cloruro de amonio) y PSS (sulfonato sdédico de

poliestireno’>.

Los polimersomas son vesiculas poliméricas que contienen un nucleo de agua y se
preparan por autoensamblaje de bloques anfifilicos y copolimeros en condiciones
acuosas. El tamano de los polimersomas puede abarcar desde decenas de nandmetros
hasta decenas de micrometros’®. Es interesante observar que los polimerosomas no solo

pueden ser utilizados para liberar farmacos hidrofébicos sino también farmacos
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hidrofilicos como péptidos, proteinas y siRNA. La membrana de los polimersomas,
debido a sus mayor peso molecular es, en general, mas gruesa, fuerte y dura que la de
los liposomas’’. Como ejemplo, los polimeros de poli (2-metacriloiloxietil-fosforilcolina)
-polio(2-(diisopropilamino) metacrilato de etilo) marcados fluorescentemente se han
usado para estudios in vivo, porque se acumulan preferentemente en el tejido tumoral,

lo que puede mejorar la terapia contra el cancer basada en polimersomas’,

1.2. Liberacion selectiva de farmacos mediante nanoparticulas en la
terapia contra el cancer

El cancer sigue constituyendo una de las principales causas de morbimortalidad del
mundo, con aproximadamente 14 millones de casos nuevos en el afno 2012, segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Las estimaciones poblacionales indican que el
numero de casos nuevos probablemente aumente en un 70 % en las préximas décadas.
Teniendo en cuenta las previsiones demograficas proporcionadas por las Naciones
Unidas, se calcula que en 2020 se diagnosticardn 246.713 casos nuevos de cancer en
Espafia, 97.715 en mujeres y 148.998 en varones’®. Aunque la mortalidad global del
cdncer muestra una tendencia a la baja por primera vez en cinco décadas, todavia se
mantiene una tasa alta del 20.2%. Teniendo en cuenta las estimaciones poblacionales
de las Naciones Unidas, se calcula que 117.859 personas fallecerdn por cancer en Espaina
en 2020 (73.424 varones y 44.435 mujeres)’®. Una de las principales razones de esta alta
tasa de mortalidad se encuentra en nuestra incapacidad para administrar agentes
terapéuticos solo en el tumor sin inducir efectos adversos graves sobre los tejidos y
drganos sanos®. En las Ultimas décadas, se han logrado avances notables en nuestra
comprensién de como se origina y desarrolla el cancer, lo que, a su vez, ha conducido al
desarrollo de mejores métodos para el diagndstico y tratamiento de esta enfermedad®?.
Junto con la intervencidn quirurgica, los tratamientos actuales del cancer dependen en
gran medida de la radiacién y la quimioterapia, procesos en los que también se matan
células "normales"” causando toxicidad en el paciente. Por lo tanto, existe una clara
necesidad de desarrollar terapias eficientes, las lamadas " magic bullets", que puedan
superar las barreras bioldgicas, distinguir entre células malignas y benignas, dirigirse

selectivamente a los tejidos cancerosos, y respondan inteligentemente al
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microambiente tumoral heterogéneo y complejo para la liberacién bajo demanda de

agentes terapéuticos en un rango de dosificacién éptimo?2.

Los aspectos mdas prometedores de utilizar nanoparticulas en diagnosis, terapia y
teragnosis son su potencial para localizar (o ser dirigidas) de manera especifica el sitio
de la enfermedad y eliminar los efectos secundarios adversos. El tamafio nanométrico
de estos materiales impide su eliminacién a partir de los rifiones, extendiéndose asi a
través de la circulacién sanguinea dependiendo de las caracteristicas funcionales de su
superficie. Ademas, cuando consideramos nuevos tratamientos para el cancer, hay que
tener en cuenta que en numerosos tipos de tumores los vasos sanguineos presentan
irregularidades en su superficie, dilataciones, orificios y fenestraciones en las células
endoteliales. La anatomia alterada de los vasos tumorales y el pobre drenaje linfantico
permite que las nanoparticulas pueden extravasarse facilmente desde la circulacién
sanguinea hacia los tejidos tumorales quedando retenidas en el tumor. Este fendmeno
de acumulacidn selectiva de nanoparticulas cerca de los tejidos tumorales se denomina
efecto de permeabilidad mejorada y de retencién (EPR, conocido también como

orientacién pasiva hacia el tumor)®3.

No obstante, la decoracién de la superficie de las nanoparticulas por un ligando
especifico del tumor como pueden ser anticuerpos, péptidos, polisacaridos, acido félico,
por poner unos ejemplos, puede aumentar la retenciéon y acumulacion de las
nanoparticulas en la vasculatura tumoral originando una internalizacién eficiente y
selectiva en las células tumorales en cuestidén, proceso conocido como “orientacién
activa hacia el tumor”. Estudios in vivo e in vitro han mostrado que las nanoparticulas
dirigidas de forma activa mediante un ligando, con distintas formulaciones de farmacos,
presentan un aumento de las actuaciones terapéuticas, aunque en diferentes grados,
en comparacioén con la forma pasiva. Cabe destacar que, ademas de la orientaciéon hacia
las células tumorales, la neovasculatura tumoral representa otra diana interesante para
la quimioterapia del cancer ya que la angiogénesis tumoral es conocida por su gran
importancia en el crecimiento y metdastasis de los tumores sélidos. La obliteracidon de la
neovasculatura tumoral dard lugar a la contracciéon del tumor sélido establecido
mediante el bloqueo del suministro de sangre (inanicidn selectiva de cancer). En los

ultimos afios, diferentes tipos de ligandos dirigidos como RGD ciclico (cRGD), acido
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foélico, acido hialurdnico (HA) y el receptor del factor de crecimiento epidérmico humano
(EGFR) se han empleado para la liberacion de farmacos dirigidos de forma activa hacia
el tumor. Ademas del tipo de ligando, el tamafio, forma y estabilidad de la nanoparticula,
asi como la densidad y afinidad por el ligando, juegan también un papel importante en

la quimioterapia dirigida contra el cancer®*,

En el desarrollo de nanoparticulas dirigidas transportadoras de farmacos también es
importante comprender las interacciones que se producen entre las nanoparticulas y los
sistemas bioldgicos que da lugar a la formacion de la corona proteica. La estructura y
composicién de la corona proteica depende de las propiedades fisicoquimicas de las
nanoparticulas (tamafio, forma, composicién, grupos funcionales de la superficie y las
cargas de superficie), la naturaleza del entorno fisiolégico (cémo, por ejemplo, sangre,
liquido intersticial y citoplasma celular) y la duracidn de la exposicién. La corona proteica
altera el tamafio y la composicién interfacial de la nanoparticula, proporcionandole una
nueva identidad biolégica. La identidad bioldgica determina la respuesta fisioldgica
incluyendo aglomeracién, internalizacion celular, vida media en la circulacién,
sefalizacion, cinética, transporte, acumulacién y toxicidad. La corona proteica es

|"

compleja y no existe una “corona proteica universal” para todas las nanoparticulas, es
decir, la composicion de la corona es Unica para cada nanomaterial y depende de

muchos factores®®.

1.2.1. Orientacidn pasiva: efecto EPR

La observacién de que ciertas macromoléculas se acumulan preferentemente en los
tumores se realizé hace mds de 30 afios. Se hablé por primera vez de la acumulacién de
las macromoléculas terapéuticas en el tumor cuando se utilizé un conjugado polimérico
de 16 kDa llamado poli(estireno-co-acido maleico)-NeoCarzinoStatin (SMANCS), que se
unia de forma no covalente a la albumina en circulacién alcanzando un peso molecular
de 80 kDa®®®, La distribucion de SMANCS alrededor del tumor se observé en el
desarrollo preclinico temprano y llevé a Matsumura y Maeda a investigar mas el
fendmeno. Usando el conjugado polimérico junto con albdmina marcada y otras
proteinas, mostraron que las proteinas mayores de 30 kDa (SMANCS, albiminas murina
y bovina (67 y 69 kDa, respectivamente) y la 1gG (160 kDa)) se distribuian

preferentemente en el intersticio tumoral y permanecian alli durante prolongados
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periodos de tiempo®. Desde entonces, el efecto EPR se ha convertido en la guia de
muchos cientificos para la liberacidn de fdrmacos anticancerigenos en los tumores, ya

sea utilizando conjugados poliméricos, liposomas o nanoparticulas.

Cuando un tumor sdlido alcanza un tamafio determinado, la vasculatura normal
presente en su alrededor no es suficiente para proporcionar todo el suministro de
oxigeno necesario para su proliferaciéon. A medida que las células comienzan a morir,
segregan factores de crecimiento que desencadenan la aparicién de nuevos vasos
capilares circundantes®. Este proceso, conocido como angiogénesis, promueve el
desarrollo rapido de nuevos vasos sanguineos irregulares que presentan un epitelio
discontinuo y carecen de la membrana basal normal de las estructuras vasculares®®2,
Las fenestraciones resultantes en los capilares pueden alcanzar tamanos que varian de
200 nm a 2000 nm, dependiendo sobre todo del tipo de tumor, su medio ambiente y su
localizacién®?. Cuando los componentes sanguineos alcanzan el lecho vascular anormal
y discontinuo, las fenestraciones ofrecen poca resistencia a la extravasacion hacia el
intersticio tumoral, representando la parte de permeabilizacion mejorada del efecto
EPR (Figura 1.4). Se ha observado este efecto con una amplia gama de agentes
macromoleculares como proteinas, incluyendo la inmunoglobulina G (IgG), conjugados
farmaco-polimero, micelas, liposomas, nanoparticulas poliméricas y muchos otros tipos
de nanoparticulas®®. A menudo se sugiere que el tamafio de las fenestraciones es el
factor mas determinante para la extravasacion de las particulas, si extrapolando estos
valores de las macromoléculas a las nanoparticulas, se ha determinado que el tamafio
del limite superior para las nanoparticulas que participan en el efecto EPR es de
aproximadamente 500 nm®* aunque estudios en modelos animales han demostrado
tamafios comprendidos entre 500 nm - 1 um para que las moléculas o nanoparticulas se

extravasen al tumor®.

En los tejidos normales, el liquido extracelular se drena constantemente a los vasos
linfaticos a una velocidad media de flujo alrededor de 0,1-2 um/s°®. Este flujo permite el
drenaje continuo y la renovacién del liquido intersticial y el reciclaje de solutos y
moléculas extravasados de nuevo a la circulacidn. En los tumores, la funcion linfatica es
defectuosa, dando como resultado una absorcién minima del liquido intersticial®’. Como

resultado, las moléculas no pueden confiar en las fuerzas de conveccidn para volver a la
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circulacién. Mientras que las moléculas mas pequefias (< 10 nm) pueden difundir de
nuevo a la circulacidon sanguinea y ser reabsorbidas®®°%1% |3 difusién de
macromoléculas o de nanoparticulas se ve obstaculizada ya que sus radios
hidrodindmicos son mayores. Por lo tanto, las nanoparticulas que han alcanzado el
espacio perivascular no se eliminan eficientemente y se acumulan en el intersticio
tumoral. Este aspecto representa el componente de retencion mejorada del efecto EPR,
siendo mds efectivo para materiales coloidales mayores de 40 kDa y ocurre incluso sin
la presencia de ligandos orientadores. El tamafio de las fenestraciones varia entre las
células endoteliales dependiendo del tipo de tumor, aunque se ha observado la
permeabilidad y extravasacién de nanoparticulas de hasta 500 nm a través de los
espacios endoteliales (en modelos de xenoinjerto de ratén de canceres humanos). Es
importante destacar que ahora se sabe que el drenaje linfatico no es homogéneo a
través de la masa cancerosa. Los vasos en la masa del tumor experimentan un mayor
estrés mecdnicoy la pérdida funcional en las regiones intratumorales es mds importante
que en los limites de dichas regiones'®t. De hecho, se cree que la actividad linfatica
residual y la linfangiogénesis son, en parte, responsables del progreso y la difusion de

las metdstasisi2.

Intravascular pressure

Colloid circulation times #%g

Vessel architecture

Interstitial fluid

ECM composition

Vessel fenestration

LA

Phagocyte infiltration

Necrotic domains

Figura 1.4. El efecto EPR resultante de dos fendmenos distintos: la extravasacion de los coloides desde los
vasos sanguineos y su movimiento subsecuente en la matriz extracelular del tumor (ECM) mediante

difusidn y conveccion (Bertrand y col., Advanced Drug Delivery Reviews 66, 2014)

Ademas de la arquitectura anormal, los vasos sanguineos del tumor también presentan
receptores alterados para la angiotensina Il que controla la constriccién del vaso. Los

tumores sélidos a menudo producen grandes concentraciones de factores de
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permeabilidad vascular como resultado del crecimiento rdpido de las células tumorales
gue requieren un mayor suministro de nutrientes y oxigeno. Hay una serie de
mediadores vasculares que facilitan el EPR como son bradiquinina, éxido nitrico (NO),
peroxinitrito (ONOO), prostaglandinas, inhibidores de la enzima convertidora de la
angiotensina, factor de permeabilidad endotelial vascular (VEGF) y muchas otras
citoquinas. Todos estos factores son en verdad mediadores de procesos inflamatorios y,
como tales no es sorprendente que el EPR también puede manifestarse en otros
escenarios inflamatorios como la artritis, la infeccién y las placas ateroscleréticas

avanzadas®3.

1.2.2. Orientacion activa

La orientacidn activa, también llamada orientacion mediada por ligandos, implica utilizar
ligandos de afinidad en la superficie de las nanoparticulas para la retencidn especificay
la internalizacién por las células diana de la enfermedad. Para ello, se seleccionan
ligandos para unirse a moléculas superficiales o receptores sobreexpresados en érganos
enfermos, tejidos, células o dominios subcelulares*®310341 E| material orientado
activamente debe estar en la proximidad de su objetivo para beneficiarse de esta
creciente afinidad. Por lo tanto, el enfoque esta dirigido a aumentar las interacciones
entre las nanoparticulas y las células y mejorar la internalizacién de los farmacos sin

alterar la biodistribucién generalt044105,

El disefio de nanoparticulas dirigidas activamente transportando farmacos es complejo
porque la arquitectura de las nanoparticulas, la conjugacién quimica de los ligandos y
los tipos de ligando disponibles contribuyen a la eficacia del sistema. Otros factores
como la via de administracién o la unidén no especifica de proteinas durante el viaje de
la nanoparticula a través del torrente sanguineo han demostrado que afectan a la
capacidad de orientacién de las nanoparticulas!®®1%7, Propiedades fisicoquimicas como
la densidad del ligando'%®, el tamafio de las nanoparticulasi® o la eleccién del ligando
de orientacion!!® también podria afectar la eficacia de |a estrategia de orientacidn activa

in vitro y, lo mas importante, in vivo.
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1.2.2.1. Fundamento de la orientacion activa

El principal mecanismo detras de la orientacién activa es el reconocimiento del ligando
por su sustrato diana. Los ligandos representativos incluyen anticuerpos, proteinas,
péptidos, acidos nucleicos, azicares y moléculas pequefias como las vitaminas!!!. Las
moléculas diana pueden ser proteinas, azlUcares o lipidos presentes en los tejidos
enfermos o en la superficie de las células''?!!3, Se potencian las interacciones entre las
nanoparticulas funcionalizadas con ligandos y su antigeno diana mediante la naturaleza
multivalente de la nanoparticula: multiples copias del ligando aumentan la apetencia de
la nanoparticula por su objetivo!'*. La especificidad de la orientacién y la capacidad de
liberacion son dos aspectos importantes para evaluar la eficiencia de un sistema de
orientacién activa. La especificidad de orientacion estd determinada por la
biodistribucion de las nanoparticulas funcionalizadas con ligandos y por como el ligando
se conjuga a la nanoparticula y este sistema interactia con moléculas y células que no
son su objetivo; por lo tanto, se define por el ligando y las propiedades de las
nanoparticulas. La capacidad de liberacion estd directamente relacionada con el
material de la nanoparticula y su estructura®®!'>, Actualmente, las nanoparticulas
orientadas activamente se contemplan como una estrategia complementaria
»

prometedora al efecto EPR para aumentar aun mas la eficiencia de las “nanomedicinas

del cancer.

Las nanoparticulas activamente dirigidas requieren estar en la proximidad de su
antigeno diana para reconocer e interactuar con él (<0.5 nm)!®, Esa caracteristica
intrinseca se considera un desafio importante para el desarrollo de las nanoparticulas
orientadas activamente®?’. Aqui de nuevo, la eliminacidn sistémica de las nanoparticulas
esta directamente relacionado con las cantidades disponibles en el torrente sanguineo
que llega al tumor. Porque el flujo sanguineo del tumor es bajo en comparacidén con los
observados en los drganos del sistema fagocitico mononuclear (SFM)*8, el aumento de
la afinidad de las nanoparticulas por los antigenos tumorales diana no siempre pueden
compensar los procesos de eliminacion sistémica. Por lo tanto, las nanoparticulas
activamente dirigidas necesitan ser disefiadas para tiempos de circulaciéon sanguinea
largos. Del mismo modo, debido a que los objetivos moleculares suelen estar situados

en el espacio extravascular del tumor, las nanoparticulas se basan en el efecto EPR para
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alcanzar sus objetivos?®120, Por lo tanto, la neovasculatura tumoral representa el otro
objetivo interesante para la orientacidn activa ya que la angiogénesis tumoral juega un
papel de gran importancia en el crecimiento y metdstasis de tumores solidos. (Figura
1.5). En conjunto, estos factores explican por qué las estrategias de orientacidn activa
no pueden cambiar radicalmente los perfiles de biodistribucion de los
nanomateriales?122123 y por qué los tiempos de circulacién sanguinea de las
nanoparticulas decoradas con ligandos necesitan estar optimizados para conseguir una

orientacion optimat?412>.126,
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Figura 1.5. Estrategias de orientacion activa hacia: a) las células tumorales, b) las células endoteliales

angiogénicas (Zhong y col., Biomacromolecules, 2014).
1.2.2.2. Influencia de la arquitectura de las nanoparticulas orientadas activamente

La conjugacion de ligandos en la superficie de las nanoparticulas cambia las propiedades
de las moléculas dirigidas y del nanomaterial*?>1%3, Al mismo tiempo que los ligandos se
unen a la nanoparticula pierden la libertad rotacional y traslacional que presentaban
para liberar moléculas, pero el conjugado que se forma presenta una mayor capacidad
de orientacion debido a una mayor presencia de ligandos!?”12%12%_ De forma similar, el
tamafio, la geometria, las propiedades de superficie (carga e hidrofobicidad) y la
composicion de las nanoparticulas también se pueden alterar. En algunos casos, las
nanoparticulas han demostrado beneficios que van mas alla de la simple liberacién de
farmacos. Por ejemplo, una mayor resistencia a la degradacién por nucleasas por parte
de las cadenas de 4cidos nucleicos inmovilizadas en la superficie de los

nanomateriales’3%%31, Para comprender completamente las propiedades de las
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nanoparticulas dirigidas activamente, es fundamental determinar cémo las propiedades

fisicoquimicas de las nanoparticulas afectan las interacciones con sus dianas (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Las propiedades fisicoquimicas del ligando y de las nanoparticulas afectan los perfiles de

circulaciéon sanguinea,

Uﬁﬁ

su biodistribucién y su habilidad para ser internalizadas por las células

cancerigenas. (N. Bertrand y col., Advanced Drug Delivery Reviews 66, 2014)

A. Densidad de los ligandos. Debido a que el aumento del nimero de anticuerpos

por nanoparticula permite efectos cooperativos, la densidad de las moléculas en
la superficie de las nanoparticulas afectan su afinidad por el sustrato.
Termodinamicamente, la unién de un ligando a su sustrato facilita la unién

de

129,132

posterior sus ligandos vecinos Biolégicamente, las multiples

interacciones de la nanoparticula con la membrana celular fuerza el
agrupamiento y la concentracién local de receptores. Esto desencadena la
envoltura de la membrana y conduce a la internalizacién33. En conjunto, estas
incidencias impiden el desprendimiento de la nanoparticula de la superficie
celulary da como resultado una mayor afinidad. Esto permite el uso de multiples
ligandos de afinidad relativamente baja para unirse a su diana eficientemente y
con gran apetencia34, In vitro, esta densidad creciente del ligando generalmente
da como resultado una internalizacidn celular mejorada®®13>, Sin embargo, este

aumento en la afinidad no siempre es lineal. En algunos casos, el efecto
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cooperativo del ligando puede saturar y aumentar aun mas la densidad del
ligando causando efectos nocivos sobre la unién celular'3>13¢, Este efecto puede
explicarse por una orientacién incorrecta del ligando, impedimentos estéricos
ocasionados por las moléculas vecinas o comportamientos competitivos con
otras moléculas para la unién con el receptor.

Tamaio y forma de la nanoparticula. El tamafio y la forma del nanomaterial
deben tenerse en cuenta al principio del disefio de las nanoparticulas dirigidas
ya que afecta a la forma en que las células del cuerpo las "ven" y, por lo tanto,
determinan su distribucidn, toxicidad y capacidad de seleccién®?’. Para particulas
esféricas, los tamafios mas pequenos representan curvaturas mas altas que
pueden ser problemdticas para la funcionalizacién del ligando tras la sintesis
junto con el aumento de la toxicidad!?®13°, Ademds del efecto sobre las
propiedades de circulacion y la acumulacién en los tumores antes
mencionado?*®!*! |3 forma de la nanoparticula parece influir en la cinética de la
internalizacidn celular y las vias de internalizacion mediante la modulacién de las
interacciones entre el nanomaterial y la superficie celular!38142,

Superficie y carga del ligando. Desde una perspectiva sintética, la carga de la
nanoparticula no funcionalizada y la del ligando puede afectar al rendimiento de
la conjugacién y la visualizacion espacial del ligando en la superficie'*®. Fuerzas
repulsivas o atractivas entre la superficie de las nanoparticulas y el ligando puede
interferir en la conjugacion**4> o afectar a la estructura y la conformacién del
ligando final. Un espaciador quimico con una longitud razonable, como los
basados en unidades PEG, puede ayudar a reducir este efecto, pero puede
complicar simultdneamente la sintesis y aumentar el tamafio de particula final'%.
Ademas, la carga superficial final afectard la eficacia de las nanoparticulas
dirigidas. Como la mayoria de los ligandos son moléculas cargadas, la carga
superficial de la nanoparticula estd determinada por las combinaciones de
densidades de ligandos, materiales y estrategias de formulacién de las
nanoparticulas. Aunque algunos trabajos recientes se han realizado para abordar
cémo la densidad de carga afecta las interacciones de las nanoparticulas dirigidas

activamente con células?*® y como la optimizacion de la densidad del ligando y la
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carga de la nanoparticula puede afectar a la captacidn celular*’, no estd claro
gué parametros ofrecen la mejor orientacidn hacia el tumor in vivo.

D. Superficie hidrofobica. Ademas de la carga superficial, la hidrofobicidad también
puede afectar la arquitectura de la presentacidn del ligando!®. Esto puede tener
serios efectos ya que la mayoria de las nanoparticulas poliméricas tienen nicleos
hidréfobos (por ejemplo, poliésteres, poliamidas)'#8. Valencia y col., mostraron
gue durante el autoensamblaje de las particulas hidréfobas poliméricas, el acido
félico, un modelo de ligando hidrofébico, podria quedar atrapado en el nucleo
de la particula sin estar correctamente presentado en la superficie'*. Esto dio
como resultado un aumento no lineal de la afinidad de la nanoparticula con
mayor proporcion de ligandos en la formulacién. Este efecto no se observé con
ligandos mas hidrdfilos, como el péptido RGD, este estudio puso de relieve la
necesidad de una caracterizacién fisicoquimica completa de nanoparticulas
después de la sintesis. Ademads, la hidrofobicidad superficial final de las
nanoparticulas también puede afectar las interacciones inespecificas con las

células.

1.2.3. Interacciones de las nanoparticulas con las proteinas. Formacion de la
corona proteica.

Cuando una nanoparticula entra en un ambiente bioldgico (por ejemplo, sangre, liquido
intersticial o matriz extracelular (ECM)), su superficie se cubre rapidamente por varias
biomoléculas, normalmente proteinas, lo que da lugar a la formacién de la “corona
proteica”°015185107 | 3 adsorcidn de las proteinas altera el tamafio de la nanoparticula,
la estabilidad y propiedades de superficie y, lo mas importante, proporciona a las
nanoparticulas una identidad biolégica que determina las respuestas fisioldgicas, que
van desde la captacion celular y el trafico intracelular hasta la farmacodinamica,
biodistribucién y toxicidad. Por ejemplo, la unién de las opsoninas puede desencadenar
el reconocimiento y eliminacion por el SFM®. Por el contrario, también se ha sugerido
que una corona rica en proteinas disopsoninas (por ejemplo, apolipoproteinas vy
albumina), que inhiben la internalizacidn fagocitica, podria contribuir al efecto mimético
de las nanoparticulas?®2*53154, Aunque las nanoparticulas funcionalizadas con ligandos

podrian perder su capacidad de orientacidon al formarse la corona proteica en su
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superficiel®

, como mostraron Salvati y col.,, usando nanoparticulas de silice
funcionalizadas con transferrina que perdian su selectividad por las células que
expresaban el receptor de transferrina cuando se incubaban con plasma; la decoracién
de las mismas con algunas proteinas plasmaticas particulares podrian mejorar su
orientacién hacia drganos especificos. Un ejemplo reciente es el hallazgo de que la

apolipoproteina E es esencial para que algunos lipoplexos de siRNA se dirijan in vivo a

los hepatocitos®®®.

Utilizando varias técnicas analiticas (la movilidad electroforética en funcién del pH, la
estabilidad coloidal, adsorcién de proteinas mediante calorimetria isoterma de
titulacién y espectrofotometria de masas), diversos estudios han caracterizado
ampliamente la corona proteica (composicién, densidad, conformacién, grosor, afinidad
y dindmica) sobre ciertos nanomateriales como nanoparticulas de oro, silice,
poliestireno y liposomas®>’. Ahora estd claro que las interacciones proteina/NP son
altamente dependientes de las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas,
tiempo de exposicidn, asi como la fuente y concentracién de las proteinas. Sin embargo,
todavia no tenemos una idea clara de cémo las propiedades de las nanoparticulas y
patrones de adsorcién de proteinas se correlacionan con respuestas fisioldgicas
especificas. Se ha desarrollado un modelo cuantitativo multivariado para predecir la
interaccién de nanoparticulas con las células utilizando la caracterizacién de alto
rendimiento de la corona proteica formada sobre nanoparticulas de oro diferentes!®2.
También se ha prestado especial atenciéon a la composicion de la corona proteica
formada a partir de sueros de diferentes enfermedades y sus efectos sobre la
internalizacién celulary la toxicidad de las nanoparticulas'®®. Sin embargo, la mayoria de
estos estudios se han centrado en las interacciones proteina/NP in vitro, y se ha hecho
poco esfuerzo para estudiar la formacién de la corona proteica in vivo y su correlacién
con la farmacodinamica, biodistribucién y eficacia terapéutica'®®. Sin embargo, se ha
comprobado que recubriendo nanoparticulas con membranas de eritrocitos (RBC), las
nanoparticulas resultantes (RBC-UCNP) no adsorbian practicamente proteinas cuando
se las exponia al plasma humano. Ademas, los pardmetros sanguineos y el analisis
histoldgico sugirieron que no se indujo toxicidad sistémica significativa mediante la

inyeccién de estas nanoparticulas biomiméticas?®?,
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1.3. Traslacidn de las nanoparticulas poliméricas a la clinica

La nanotecnologia ha realizado importantes contribuciones a la nanomedicina. De
hecho, como hemos comentado anteriormente, varios estudios in vivo han demostrado
qgue las nanoparticulas poliméricas son capaces de circular durante un tiempo
prolongado en el torrente sanguineo y tienden a acumularse preferentemente en el sitio
del tumor a través del efecto EPR. Aprovechando este efecto, la industria farmacéutica
ha desarrollado una serie de “nanomedicinas” hechas con polimeros como Genexol-
PM?®3162 NK 10563164 NK 91165 y NC 6004'%¢ que se encuentran en clinica o en
diferentes fases de ensayos clinicos (Tabla 1). La modalidad de los tratamientos pasivos
dirigidos al tumor ha mostrado claras ventajas al mejorar la actitud del paciente,
aumentar la tolerancia a los farmacos y disminuir los efectos secundarios en los

tratamientos clinicos actuales.8

Nombre Plataforma Nanotecnoldgica Principio activo Modelo tumoral y estatus
Micelas poliméricas constituidas Aprobada en Corea del Sur para el tratamiento
por un copolimero de bajo peso paclitaxel de cancer de mamay céncer de pulmén no

‘- - aclitaxe . L.
7 molecular de &cido poli lactico microcitico y se encuentra en fase Il para el
o o . . : 4
it s unido al PEG tratamiento de varios canceres
Genexol-PM
Micelas poliméricas formadas con
PEG como segmento hidrofilico y . . ,
Paclitaxel Fase Ill en pacientes con cdncer de mama

poliaspartato modificado como el
segmento hidréfobo.

Micela polimérica formada por un . Fase | en ensayos clinicos en pacientes con
| . Doxorrubicina -

polimero de PEG vy &cido tumores soélidos

poliaspartico

Asia fase Il para céncer pancreatico, Taiwan

Micelas poliméricas constituidas
P fase | para cdncer cuello y cabeza, EEUU y UE

por un copolimero de

Lo . o Cisplatino fase Il para céncer del tracto biliar y céancer de
polietilenglicol con poli (acido ) . »
L, pulmén no microcitico y fase | para cabeza y
glutdmico) I
cuello

Tabla 1. Micelas poliméricas que se encuentran en clinica o en ensayos clinicos.

Los liposomas como, por ejemplo, doxorrubicina liposomal (LD), (Doxil® y Myocet™)
fueron la primera clase de nanoparticulas terapéuticas en recibir aprobacion clinica para
el tratamiento del cdncer'®’, y junto con otras nanoparticulas basadas en lipidos,
representan una gran proporcion de nanoterapéuticos que se encuentran en alguna
etapa clinica (Figura 1.7). Aunque los fdrmacos encapsulados en liposomas han

mostrado ampliamente una mejora de la farmacodinamica y biodistribucién de los
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mismos, son pocos los agentes terapéuticos liposomales que se comercializan todavia a
pesar de que presentan beneficios de supervivencia global cuando se comparan con el

farmaco convencional®®.

Doxil®, el primer nanofarmaco aprobado por la FDA (1995), se basa en tres principios
no relacionados: (i) tiempo prolongado de circulacidon del farmaco ya que evita el
sistema reticulo endotelial debido al uso de nano-liposomas PEGilados; (ii) carga de
doxorrubicina alta y estable impulsada por un gradiente de sulfato de amonio
transmembrana, que también permite la liberacién del farmaco en el tumor; vy (iii)
bicapa lipidica compuesta de fosfatidilcolina y colesterol. Debido al efecto EPR, Doxil®
se "dirige de forma pasiva" a los tumores y su doxorrubicina se libera y queda disponible

para las células tumorales por medios alin desconocidos?®’,

En contraposicién, Myocet™ es una doxorrubicina liposomal no PEGilada con un tiempo
de circulacidn mas corto que Doxil®. El ensayo clinico en fase lll realizado reveld que este
perfil farmacocinético se asocia con una reduccion de la toxicidad gastrointestinal y de
la cardiotoxicidad en comparacién con las formulaciones estandar, con la
mielosupresién como Unico efecto secundario adverso'®. Se encuentra autorizado por
la agencia europea del medicamento (EMA, del inglés “European Medicines Agency”)

desde el aifio 2000 para neoplasias de mama.

Vyxeos™, también conocido como CPX-351, es la ultima formulacién liposomal
aprobada por la FDA en agosto de 2017 para el tratamiento de la leucemia mieloide
aguda (LMA)'7°, Esta constituido por la combinacion de los farmacos daunorrubicina-
citarabina con accién sinérgica sobre la LMA, aumentando la supervivencia global de los
pacientes 9,5 meses frente al tratamiento estdndar con citarabina y daunorrubicina que

proporciona una supervivencia de 5,9 meses?’!,

También se comercializan nanoparticulas de albumina unidas a paclixatel (nab-
paclixatel; Abraxane®), aprobadas por la FDA y la EMA para el tratamiento de cdncer de
mama metastasico y carcinoma de pulmoén no microcitico. Abraxane® esta constituido
por el farmaco PTX unido a albumina formando nanoparticulas de 130 nm, el PTX es po
(PTX) co soluble en agua por lo que esta formulacién mejora su solubilidad y disminuye

en gran medida la necesidad de utilizar excipientes tdxicos'’2. El resultado se traduce en
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un farmaco mejor tolerado que puede ser utilizado en dosis mas altas y administrado en
dosis mds continuas, permitiendo asi una mayor concentracién de farmaco gracias al
efecto EPR. Una vez inyectado se disocia rapidamente en sus constituyentes albiminay

paclitaxel”2.

Ao
A A
‘A

Doxil Myocet Vyxeos Abraxane

Figura 1.7. Representacidon esquematica de las nanoparticulas poliméricas aprobadas clinicamente.

En cuanto a las nanoparticulas poliméricas encontramos las formulaciones CRLX101,
BINDO14 y AZD2811 Accurin como una nueva clase de agentes nanoterapéuticos frente

al cancer que se encuentran en la fase 2 de sus ensayos clinicos.

= Nanoparticulas CRLX101: se han estado utilizando para tratar pacientes con
tumores sdlidos con camptotecina (CPT) encapsulada en las mismas, basdandose
en la acumulacién preferente de las nanoparticulas en tumores sélidos en
modelos animales. En este estudio, los tumores y biopsias de tejido no
neoplasicas adyacentes se obtuvieron a través de la captura endoscdpica en
pacientes con problemas gastricos, gastroesofagicos, o cancer de eséfago a
guienes se les administrd las nanoparticulas CRLX101. Las muestras de tejido
adyacentes a los tumores recogidas antes y después de la dosificacion no
mostraron evidencia de la presencia de nanoparticulas o de su contenido en CPT.
Sin embargo, en nueve de los nueve pacientes que fueron evaluados, se detectd
CPT en el tejido tumoral recogido 24-48 h después de la administracién de
CRLX101. En cinco de estos pacientes, se encontraron nanoparticulas intactas en
el tejido tumoral. Asi como, indicaciones de la farmacodinamia del farmaco CPT
a partir de los biomarcadores tumorales como la anhidrasa carbénica IX y la
topoisomerasa | por inmunohistoquimica mostraron una evidencia clara de la

actividad bioldgica del CPT liberado en los tumores tras el tratamiento’3,
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Nanoparticulas BINDO14: son unas nanoparticulas poliméricas especificas (TNP)
gue contienen el quimioterdpico docetaxel (DTX) para el tratamiento de
pacientes con tumores solidos. DTX-TNP esta dirigido a un antigeno especifico
de membrana de préstata, un antigeno tumoral clinicamente validado
expresado en células de cancer de prostata y en la neovasculatura de la mayoria
de los tumores sélidos no prostaticos. DTX-TNP se desarrollé a partir de una
combinacién de mds de 100 formulaciones de TNP que varian con respecto al
tamafio de particula, la densidad del ligando dirigido, las propiedades
superficiales de hidrofilicidad, carga de farmacos y liberacion de farmacos.
Estudios farmacocinéticos y de distribucidn tisular en ratas mostraron que las
nanoparticulas tenian una vida media de circulacion sanguinea de
aproximadamente 20 horas y una acumulacién minima en el higado. En ratones
portadores de tumores, las DTX-TNP presentaron una buena acumulacién a las
12 horas en los tumores y la supresién prolongada del crecimiento tumoral en
comparacion con la formulacién de DTXL Unicamente con disolvente (sb-DTX).
En ratones, ratas, y primates no humanos con tumores desarrollados, las DTX-
TNP presentaron caracteristicas farmacocinéticas consistentes con una
circulacién prolongada de las nanoparticulas en la zona vascular y la liberacién
controlada de DTX, con concentraciones plasmaticas totales de DTX remanentes
por lo menos 100 veces mas altas que las sb-DTX durante mas de 24 horas.
Finalmente, los datos clinicos iniciales en pacientes con tumores sélidos
indicaron que las DTXL-TNP mostraron un perfil farmacoldgico diferenciado de
las sb-DTXL, incluyendo caracteristicas farmacocinéticas consistentes con datos
preclinicos y casos de contraccidon tumoral en dosis por debajo de la dosis de las
sb-DTXL que se usan normalmente clinicat?*174,

Nanoparticulas AZD2811 Accurin: son nanoparticulas que encapsulan el
farmaco AZD2811, uninhibidor de la Aurora B quinasa, utilizando un enfoque de
emparejamiento de iones. Las accurinas aumentan la biodistribucién en el tumor
y proporcionan una liberacion prolongada de cargas utiles de farmacos
encapsulados. Estas  nanoparticulas  contienen  acidos  organicos
farmacéuticamente aceptables como agentes de apareamiento de iones

mostrando una liberacidn continuada de farmaco durante mas de 1 semana en
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su administracion in vitro y una reduccién farmacodindmica de los niveles de
histona H3 fosforilada tumoral in vivo hasta 96 horas después de una Unica
administracion. Una formulacién especifica de nanoparticulas AZD2811 mostré
acumulacién y retencién en tumores con un impacto minimo en la patologia de
la médula désea, y dio como resultado una menor toxicidad y una mayor eficacia
en multiples modelos tumorales con la mitad de la dosis de AZD1152, un
profdrmaco soluble en agua de AZD2811. Estos estudios demuestran que
AZD2811 se puede utilizar con nanoparticulas utilizando agentes de
emparejamiento idnico para proporcionar una mayor eficacia y tolerancia en

modelos preclinicos con una dosificacion menor!”,

Aunque recientemente se han presentado resultados clinicos decepcionantes para
BINDO14 y CRLX101 no son definitivos y subrayan la necesidad de replantearse el
desarrollo de estrategias, incluyendo la estratificacién de pacientes para identificar los

gue tienen mas probabilidades de responder a los nanoterapéuticos.

1.4. Antecedentes de las nanoparticulas de poliestireno en aplicaciones
médicas

El equipo NanoChemBio ha disefiado y desarrollado una metodologia quimica para la
preparacién de un amplio abanico de nanoparticulas de poliestireno funcionalizadas,
monodispersas y reticuladas (cross-linked), disponibles en varios tamafios dependiendo
de la aplicacion biolégica (100 nm- 2um)?’® (Figura 1.8). La sintesis y caracterizacion de
las nanoparticulas de poliestireno se detallaran ampliamente en el capitulo 2. Estas
particulas son compatibles quimica y biolégicamente y, por lo tanto, se pueden utilizar

en diferentes aplicaciones en el campo biomédico.

Figura 1.8. Imagen de microscopia electrénica de barrido de nanoparticulas. a) 500 nm b) 200 nm
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Un aspecto importante de estas nanoparticulas es la facilidad y rapidez con las que son
capaces de entrar eficientemente en todas las lineas celulares estudiadas hasta la fecha,
incluyendo células adherentes, células en suspension, células madre y células
primarias'’’. Posiblemente, porque presentan un mecanismo de entrada celular pasivo
basado en la penetracién directa (Figura 1.9), que ha sido previamente verificado
mediante técnicas quimicas y microscépicas para nanoparticulas de poliestireno de
varios tamafios (200nm y 500 nm). Los resultados obtenidos mostraron que la
internalizacion de las nanoparticulas no era dependiente de ATP o colesterol, ademas,
no se inhibié la internalizacion de las nanoparticulas mediante el bloqueo quimico
especifico sobre endocitosis mediada por clatrina/caveolina. La tincién con marcadores
endosomicos y lisosémicos (LysoTracker y FM4-64) no mostrd co-localizacion con las
nanoparticulas. También se evaluaron las posibles perforaciones en la membrana como
consecuencia de la entrada celular directa y se pusieron de manifiesto por la presencia
de tintes intercalados impermeables a la membrana (yoduro de propidio y azul de
tripano)'”’. Estos datos se corroboraron con un andlisis de internalizacién in situ
empleando microscopia, observando como las nanoparticulas eran internalizadas de
forma eficiente a través de una perforacién que se formdé en la membrana
regenerandose con rapidez. Todo ello sugiere la posibilidad de que se produzca un

mecanismo de penetracidn directa.

Fagocitosis Pinocitosis Penetracion directa,
x _Endocitosis | Endocitosis inespecifica mecanismo pasivo
//u_. diada por
(:\‘ o [ receptor i { k!
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Fagocitosis Macro-  Endocitosis Endocitosis ~ Endocitosis
pinocitosis mediada por mediada por independiente
clatrina caveolina clatrina/caveolina

Figure 1.9. Mecanismo de internalizacidn de las nanoparticulas de poliestireno mediante penetracion

directa. (Adaptado, Spicer y col*’%., Chem. Soc. Rev., DOI: 10.1039/c7cs00877¢)

La Figura 1.10 a muestra los resultados positivos de la internalizacidn celular de las

nanoparticulas de poliestireno en células madre embrionarias'’®. Es importante
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destacar que estas particulas no presentan citotoxicidad celular en ninguna de las lineas
celulares estudiadas'®. En este sentido, quizds el estudio mas riguroso que se ha
realizado ha sido la generacidn de ratones vivos y viables a partir de células madre de
embrién de ratdn previamente incubadas con nanoparticulas fluorescentes poniendo

de manifiesto la ausencia de citotoxicidad de las nanoparticulas*® (Figura 1.10, by c).

Hoechst 33258 EGFP EGFP+Cy5

Figura 1.10. a) Analisis por microscopia confocal de cuerpos embrionarios de 7 dias, derivados a partir de

células madre EGFP tratadas con nanoparticulas en los dias 4 y 7 de la diferenciacién, usando
nanoparticulas marcadas con el fluoréforo cianina 5 (Cy5). El nucleo celular esta marcado con Hoechst
33258. Barra de escala: 200 um. b) Imagen confocal de un embrién quimérico (E7.5) generado a partir de
una inyeccion de blastocitos provenientes de células embrionarias EGFP tratadas con nanoparticulas
marcadas fluorescentemente (Cy5), dentro de huéspedes embrionarios no fluorescentes. c) Ejemplo
representativo de un raton quimérico derivado de células madre EGFP incubadas con nanoparticulas

marcadas con Cy5 (poblacién GFP+/Cy5+ en el citdmetro de flujo).

Ademas, para corroborar la ausencia de citotoxicidad celular se han llevado a cabo
estudios profundos sobre los niveles de expresion génica'®® y proteica'® tras la
internalizacion celular de nanoparticulas de poliestireno de varios tamafios (200 nm y
500 nm) en células de rifndn embrionario humano (HEK-293T) y fibroblastos murinos
(L929). La evaluaciéon de los cambios en los niveles de expresién génica tras la
internalizaciéon de nanoparticulas de 200 nm se examind en ambas lineas celulares y no
se encontraron cambios significativos y conservados en la expresidn génica. Por lo tanto,
el examen del perfil de expresion génica inducido por la internalizacién de las
nanoparticulas no revelé cambios transcripcionales significativos en comparaciéon con
las células de control no tratadas'®. Para identificar las proteinas expresadas
diferencialmente, se realizé un analisis protedmico exhaustivo tras la internalizacion de
las nanoparticulas de 200 nm y 500 nm. De acuerdo con los datos gendmicos

previamente obtenidos, la internalizacién de las nanoparticulas no indujo una variacién
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significativa en los niveles de expresién de proteinas, sélo se detectaron dos cambios
significativos en el proteoma total de los fibroblastos murinos, y ninguno en las células
humanas. Las proteinas afectadas estaban involucradas principalmente en la
transcripcién, el metabolismo celular y las actividades del citoesqueleto, por lo tanto,
no se vieron afectados procesos importantes como la supervivencia, proliferacién y
muerte celular, que se expresaron diferencialmente después del tratamiento,

confirmando la elevada biocompatibilidad de estos nanotransportadores*®?.

Las nanoparticulas han sido conjugadas eficientemente a una amplia variedad de
materiales con actividad bioldgica y/o terapéutica sin afectar la capacidad de
nanofeccién de las mismas y se han utilizado con diferentes fines como sensores de pH
o calcio, para la liberaciéon controlada de macromoléculas como proteinas vy
oligonucleétidos, entre otros. A continuacidn, se describe brevemente algunas de las
aplicaciones biolégicas de las nanoparticulas desarrolladas por mi grupo de

investigacion liderado por la Dra. Sdnchez Martin.
e Uso de las nanoparticulas como sensores del calcio intracelular.

Mediante el uso de nanoparticulas de poliestireno amino funcionalizadas con un
sensor moleclar de calcio se ha llevado a cabo la deteccién de los cambios en la
concentracion del calcio intracelular en células individuales vivas a tiempo real. El
hecho de que las nanoparticulas se mantengan en el interior celular durante varios
dias permite seguir los cambios intracelulares de los iones de calcio en las células
individuales durante periodos largos de tiempo en contraposiciéon a los sensores
establecidos. Estos resultados abren la puerta a un gran nuimero de posibles
aplicaciones, como las nanoparticulas actuando como transportadores de sensores

para ensayos de actividad enzimatica'®® (Figura 1.11).
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Figura 1.11. a) Sintesis y conjugacidn covalente a las nanoparticulas del compuesto Indo-1 modificado
para obtener el sensor Indo1-nanoparticulas. b) Imagen de microscopia confocal de una Unica neurona
(linea celular inmortalizada ND7 derivada de neuronas sensoriales) con Indol-nanoparticulas después
de 24 horas de incubacién a 37 °C en atmdsfera del 5% de CO». Las flechas blancas muestran la
localizacion intracelular de las nanoparticulas en el citoplasma. c) Analisis fluorescente radiométrico
(400/475 nm) a tiempo real de la liberacién de iones de Ca?* en las células ND7 con Indol-

nanoparticulas.
e Nanoparticulas fluorescentes como sensores de pH en células vivas.

Se ha probado exitosamente el empleo de nanoparticulas cargadas con fluoresceina
como sensores de pH intracelular en células vivas mediante el uso de un nimero
diferente de técnicas como la espectrofluorometria, microscopia de fluorescencia y
citometria de flujo (Figura 1.12). El enlace covalente de la fluoresceina a la
nanoparticula aumenta significativamente la estabilidad del indicador en el tiempo
y evita pérdidas, al mismo tiempo que conserva las propiedades de la fluoresceina
como sensor de pH. Estas nanoparticulas cargadas de fluoresceina proporcionan una

via confiable para completar estudios de seguimiento celular a largo plazo®®*.

Figura 1.12. Imagen de microscopia de fluorescencia de la linea celular L929 que muestran la
internalizacion de las nanoparticulas con fluoresceina después de incubarlas durante 12ha37C. (ay
b). Las imagenes de fluorescencia verde fueron tomadas a pH 6 y 8, respectivamente. c) Analisis
cuantitativo de la intensidad de fluorescencia frente al pH mediante microscopia. d) Preparacién de

las nanoparticulas de poliestireno amino-funcionalizadas marcadas con fluoresceina.

e Internalizacion celular de nanoparticulas fluorescentes con biotina-

estreptavidina.

Se ha demostrado mediante microscopia de fluorescencia y citometria de flujo la

utilizacion de nanoparticulas conjugadas con estreptavidina como sistema de
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transporte capaces de entrar en células vivas usando un fluoréforo biotinilado
(Figura 1.13). Ademas, se llevd a cabo eficentemente la internalizacidn celular de un
oligonucleétido biotinilado. El hecho de que existan varias estrategias de
biotinilacién para unir diferentes moléculas como por ejemplo péptidos, proteinas,
anticuerpos y acidos nucleicos a las nanoparticulas cargadas con estreptavidina abre

la puerta a numerosas aplicaciones como la deteccidn intracelular de una variedad

185

de dianas macromeliculares

Figura 1.13. Andlisis mediante microscopia confocal de la internalizacién celular de nanoparticulas de
0,5y 2 um (a y b) y nanoparticulas conjugadas a estreptavidina marcadas con biotina fluorescente (c
y d) en la linea celular Hela. Las imagenes a y c estdn tomadas en contraste de interferencia
diferencial. El citoesqueleto fue tefiido con un marcador fluorescente rojo (AlexaFluor® 568-

phalloidin) y el ntcleo con Hoechst 33342 (b y d).
e Transporte y liberacion intracelular de siARN mediante nanoparticulas.

Se ha desarrollado una estrategia de transporte intracelular de siRNA usando las
nanoparticulas con doble funcionalizacién (fluorescencia-co-siRNA) que permiten la
evaluacién especifica y recoleccién de las células que han sido transfectadas con
siRNA exclusivamente, y asi, se puede llevar a cabo la identificacién de poblaciones
positivas'®®. Dichos resultados se reprodujeron con éxito utilizando células madre
embrionarias de ratéon (mES) como modelo'®” (Figura 14 a). Ademds, se han

optimizado varias estrategias para la liberacion de siRNA tiolado®® (Figura 1.14).
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Figura 1.14. Resultados del silenciamiento génico con siRNA llevado a cabo mediante nanoparticulas.
a) Intensidad de fluorescencia de GFP en células HelLa-GFP después de incubacién con nanoparticulas
de Cy5-co-siRNA durante 24,48y 72 h. b) Estructura de los conjugados sintetizados para doble funcion:

analisis de localizacion y liberacion de siRNA.
e Transporte y liberacion de proteinas mediante nanoparticulas.

Se han usado nanoparticulas para facilitar la liberacion de varias proteinas
funcionales dentro de diferentes lineas celulares (incluyendo células madre
embrionarias de ratéon, mES) (Figura 1.15) demostrando que varias proteinas
funcionales como la B-galactosidasa y la proteina fluorescente verde (GFP, del inglés
“Green fluorescent protein”) pueden ser liberadas en las células y que dicha
liberacion puede ser cuantificada. Ademas, el marcado de las nanoparticulas con
fluorescencia permite la identificacién y aislamiento posterior de las células

seleccionadas®®187,
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Figura 1.15. a): Imagen obtenida por microscopia confocal de una célula de melanoma de ratén
(B16F10) con una nanoparticula conjugada con proteina EGFP después de 24 horas de incubacion.
b) Analisis por citometria de flujo de la eficiencia de entrada celular de nanoparticulas en células
B16F10. c) Principio de deteccion por bioluminiscencia de la actividad de la B-galactosidasa d)
Resultados de actividad B-galactosidasa en células Hela incubadas con nanoparticulas unidas a la

B-galactosidasa.
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e Transporte y liberacion de ADN mediante nanoparticulas.

Se ha desarrollado y evaluado con éxito un nuevo método para la liberacién de ADN
plasmidico. Se han utilizado técnicas basicas de biologia molecular para linealizar y
funcionalizar el ADN plasmidico por amino modificacién, permitiendo la conjugacion
eficaz de las nanoparticulas carboxifuncionalizadas. La eficacia de esta metodologia
se demostré mediante la transfeccidon de las células T de la linea del hibridoma con
un plasmido que codifica para una proteina especifica de linfocitos que estd
implicada en el proceso de sefializacion celular (fosfatasa enriquecida con un
dominio prolina-glutamina-serina-treonina, PEP) y fusionada con una proteina
fluorescente amarilla (YFP, del inglés “yelow fluorescent protein”) (Figura 1.16).
Dichos resultados nos llevan a la conclusién de que esta estrategia puede ser un

excelente método de liberacién de ADN plasmidico*®.

% YFP

Figura 1.16. Transfeccion de las células T de hibridoma mediante conjugados de pADN con
nanoparticulas. (A) Analisis por citometria de flujo de la conjugacion eficiente de pDNA con
nanoparticulas de 200nm utilizando el marcador TOPRO-3. (B) Expresién de la proteina YFP tras
24 horas de incubacidn: (i) Electroporacidon por Amaxa, (ii) Internalizacién de las nanoparticulas.
(C) Analisis por citometria de flujo de la expresion de la proteina YFP en células con
electroporacién (Amaxa), internalizacion y controles negativos: células no tratadas (sin
nanoparticulas) y con nanoparticulas sin pDNA conjugado (nanoparticulas desnudas). (D) Imagen
de microscopia confocal de células T del hibridoma (F5.BW) con conjugados de pDNA-NPs

expresando PEP-YFP (verde).
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e Células como “reactores cataliticos”. Catalisis con nanoparticulas de paladio en

células vivas.

También se ha desarrollado con éxito, la sintesis de microcatalizadores
heterogéneos mediante la inmovilizacion de moléculas de paladio (Pd) en las
nanoparticulas. La evaluacién bioldgica de dichos sistemas ha revelado que las
nanoparticulas de paladio son capaces de atravesar la membrana celular sin
presentar toxicidad celular. Para evaluar esta metodologia, se emplearon
nanoparticulas con Pd encapsulado para catalizar la rotura de un alilcarbamato, que
actlia como grupo protector de un fluoréforo protegido dentro de células de lalinea
celular Hela. Estos resultados, que fueron confirmados mediante citometria de flujo
(FACS) y microscopia confocal, proporcionaron un punto de partida estimulante
hacia la meta del disefio de catalizadores de paladio como herramientas en quimica
biolégica (Figura 1.17). Estos sistemas podrian ser empleados para reacciones
guimicas en sistemas vivos con el objetivo de formar y romper enlaces C-C

especificos®®?.

Figura 1.17. a) Sintesis de nanoparticulas Pd® marcadas fluorescentemente. b) Imdagenes
obtenidas por microscopia confocal (A y B) de células Hela después de llevar a cabo la

desproteccion del alilcarbamato en el interior celular.

e Nanoparticulas como sensores intracelulares de la caspasa-3/7 en células vivas

apoptoaticas.

Se ha disefiado una nueva sonda multifuncional para monitorizar la actividad

enzimatica intracelular en células vivas. Se utilizan como sensores intracelulares
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precisos mediante la conjugacidon de un control interno (que proporciona una
caracteristica adicional tanto para evaluar la eficiencia de internalizacidn celular
como para rastrear sondas a lo largo del tiempo). En particular, se describe una
aplicacion especifica de estas nanoparticulas multifuncionales como sensores de
caspasa-3/7 para monitorizar la apoptosis mediante citometria de flujo (Figura
1.18). De forma que se prepararon estos dispositivos junto con un estudio cinético
de la caspasa-3 a caspasa-7 y se evalué como sonda de citometria de flujo en células

vivas apoptéticast®?,
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Figura 1.18. Monitorizacion de la actividad enzimatica dentro de las células vivas. b) Diagrama de
puntos representativos de la citometria de flujo resultado de la actividad caspasa-3/7 en la linea

celular Hela.

Las nanoparticulas de poliestireno reticuladas y funcionalizadas presentan una serie de

ventajas frente a otros sistemas de liberacién celular:

= Su estructura reticulada permite obtener nanoparticulas en el rango
nanométrico compatibles con medios acuosos y organicos (como, por ejemplo,
dimetilformamida o metanol) por lo que pueden seguir protocolos tradicionales
de sintesis organica en fase sdélida, permitiendo llevar a cabo multiples
reacciones quimicas, diferencidandose del resto sélo compatibles con medios
acuosos.

= Se pueden unir una gran variedad de estructuras con relevancia biolégica, como
pequefiias moléculas (farmacos, biosensores y fluoréforos), péptidos, proteinas,
ARN y ADN, mediante el uso de protocolos de conjugacidn eficientes y suaves
gue no danan el material bioldgico transportado.

= Son lo suficientemente grandes para ser visualizadas mediante el uso de técnicas

estandar de microscopia. Esta caracteristica permite que las nanoparticulas
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puedan ser observadas en células vivas, a tiempo real e individualmente, siendo
de vital importancia para aplicaciones de las mismas como sensores in situ de
procesos bioldgicos.

Cuando se desee, como en el caso de sensores intracelulares, la molécula se
puede mantener unida a las nanoparticulas, con lo cual, no se diluyen dentro de
la célula, evitando una difusidn pasiva no deseada de la misma en el citoplasma.
Se pueden marcar poblaciones celulares especificamente con las nanoparticulas
y separarlas del resto de las células de la poblacién mediante el uso de citometria
de flujo. Esto permitird el aislamiento de células y, como consecuencia, la
manipulacién y el andlisis de las mismas.

Las células se pueden aislar con las nanoparticulas en su interior, esto permitiria
definir el contenido de la carga transportada. Pueden separarse células con
nanoparticulas de dos colores diferentes, permitiendo la liberacién monitorizada
de dos biomoléculas independientes dentro de la misma célula.

Se puede monitorizar la proliferacién celular en diferentes lineas celulares
incluyendo aquellas que son dificiles de transfectar como los linfocitos utilizando
nanoparticulas fluorescentes.

Las nanoparticulas de poliestireno son biocompatibles e inocuas en los sistemas
testados hasta el momento, por lo que se consideran no tdxicas, como
demuestran los estudios gendmicos, protedmicos y de viabilidad celular

desarrollados hasta el momento.
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OBIJETIVOS

Hemos visto como la nanomedicina aplicada a la terapia frente al cdncer representa un
enfoque terapéutico innovador y prometedor para superar las diversas limitaciones de
los fdrmacos convencionales como son la baja biodisponibilidad, la desaparicién de la
diana especifica y la toxicidad sistémica. De esta forma, los nanodispositivos ofrecen un
disefio multifuncional de sistemas de liberaciéon selectiva de farmacos que permiten la
solubilizacion de farmacos hidrofdébicos, el suministro de diversas combinaciones de
farmacos y la liberacidon programable del farmaco desde el nanovehiculo hasta el sitio
diana del tumor y sus metdstasis. Estas ventajas también se pueden aprovechar para

superar la resistencia a los medicamentos en el cancer.

Nuestro grupo de investigacion tiene una amplia experiencia en el disefio y sintesis de
nanoparticulas, de hecho, ha disefiado y desarrollado una nueva metodologia quimica
para la preparacion de un amplio abanico de nanoparticulas de poliestireno
funcionalizadas, monodispersas y reticuladas, sintetizadas en varios tamafios
dependiendo de la aplicacién biolégica. Estas particulas son compatibles quimica y
biolégicamente y, por lo tanto, se pueden utilizar en diferentes aplicaciones en el campo

biomédico.

En la presente Tesis Doctoral se pretende abordar el desarrollo y la validacién de
nanosistemas multifuncionales para su aplicacidén terapéutica y diagndstica frente al

céncer. Por ello, nos hemos planteado los siguientes objetivos:

Objetivo 1. Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas para su uso en aplicaciones

biotecnoldgicas.

1.1. Sintesis de las nanoparticulas de poliestireno aminofuncionalizadas, reticuladas
y monodispersas.

1.2. Caracterizacion fisicoquimica y biolégica de las nanoparticulas para su utilizacidon
en aplicaciones biomédicas.

1.3. Desarrollo de estrategias quimicas para la multifuncionalizacién de

nanoparticulas mediante la conjugacion de diferentes moléculas.

47



Objetivos

Objetivo 2. Desarrollo de un método para la cuantificacion de nanoparticulas para su

uso en ensayos celulares mediante espectrofotometria.

2.1. Disefio y desarrollo de protocolos para la cuantificacion de nanoparticulas
mediante un método espectrofotométrico valido para la realizacién de ensayos
celulares.

2.2. Validacion e implementacion del método espectrofotométrico de
cuantificacién de nanoparticulas para el desarrollo de protocolos para la

nanofeccion celular.

Objetivo 3. Nanoparticulas como agentes de liberacidn selectiva de farmacos: Disefio

y validacion de estrategias quimicas y evaluacidn bioldgica.

3.1. Desarrollo y validacion quimica de un sistema de liberacién selectiva de
farmacos constituido por las nanoparticulas basado en la ruptura de enlaces
sensibles a pH.

3.2. Evaluacidn biolégica del sistema basado en nanoparticulas como agentes

de liberacion selectiva de farmacos.

Objetivo 4. Nanoparticulas como sondas de marcaje tumoral: Disefios de estrategias
para la liberacion dirigida y selectiva de nanoparticulas basadas en anticuerpos

monoclonales.

4.1. Disefio y desarrollo de una sonda de marcaje tumoral basada en
anticuerpos monoclonales mediante la utilizacién de nanoparticulas.
4.1.1. Validacidon quimica de la conjugacién del anticuerpo basada en la
estrategia maleimido-tiol.
4.1.2. Validacidon quimica de la conjugacién del anticuerpo basada en la
estrategia de quimica clic.
4.2. Evaluacidn bioldgica de los conjugados formados por las nanoparticulas
conjugadas a los anticuerpos monoclonales como sondas de marcaje tumoral.
4.3. Disefio y desarrollo de un nanosistema terapéutico basado en la
liberacion dirigida y selectiva de farmacos mediante nanoparticulas conjugadas

a anticuerpos monoclonales.
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4.3.1. Validacion quimica de la conjugacién del farmaco en los nanosistemas
terapéuticos unidos a anticuerpos monoclonales mediante la estrategia
maleimido-tiol.

4.3.2. Validacion quimica de la conjugacién del farmaco en los nanosistemas
terapéuticos unidos a anticuerpos monoclonales mediante la estrategia
de quimica clic.

4.4. Evaluacién bioldgica de los nanosistemas terapéuticos formados por las
nanoparticulas conjugadas con anticuerpos monoclonales para la liberacién

dirigida y selectiva de farmacos

Objetivo 5. Nanoparticulas como agentes de teranosis: Desarrollo de estrategias para

la liberacidn dirigida y selectiva de nanoparticulas basadas en homing peptides.

5.1. Diseiio y desarrollo de estrategias quimicas para la trifuncionalizacién de
las nanoparticulas para su utilizacion como agentes terandsticos.

5.2. Validaciéon de las estrategias quimicas para la trifuncionalizacién de las
nanoparticulas.

5.3. Evaluacién bioldgica del sistema terandstico constituido por las

nanoparticulas trifuncionalizadas.
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Sintesis y Caracterizacién de las Nanoparticulas para su uso en aplicaciones bioldgicas

Capitulo II: Sintesis y Caracterizacidon de las nanoparticulas para su
uso en aplicaciones bioldgicas

2.1. Sintesis de nanoparticulas poliméricas de poliestireno biocompatibles
El hecho de que las nanoparticulas poliméricas biodegradables sufran cambios
significativos en su estructura quimica bajo condiciones ambientales especificas (como
por ejemplo el uso de disolventes organicos) las hace muy sensibles y limitan la quimica
gue se puede realizar sobre ellas y, por lo tanto, limitan la capacidad de funcionalizacién
con varias moléculas bioactivas. Ademas, estos cambios provocan una pérdida de las
propiedades fisicas y mecdnicas del polimero que afectan de forma importante a su
capacidad para transportar fdrmacos y otras moléculas bioldgicas. Como consecuencia,
la investigaciéon se ha centrado en la modificacién de los polimeros biodegradables
tradicionales para hacerlos mas estables en condiciones quimicas. Concretamente, las
nanoparticulas poliméricas reticuladas (“cross-linked”), que son susceptibles de realizar
multiples reacciones quimicas, son ideales para aplicaciones biomédicas ya que
permiten llevar a cabo la multifuncionalizacién con distintos componentes bioactivos

para la liberacidn intracelular selectiva y eficiente de la carga terapéutica.

La sintesis de nanoparticulas poliméricas de poliestireno fue introducida en 1984 por
Tseng y col. *°* Ellos sugirieron un mecanismo conocido como la polimerizacion por
dispersiéon para la formacidn y el crecimiento de particulas de poliestireno uniformes
con un tamano comprendido entre 1-10 um. Pero no fue hasta 1994 cuando Delair y
col., obtuvieron particulas de poliestireno amino-funcionalizadas con un tamafio
comprendido entre 200 nm-1000 nm mediante copolimerizacién por emulsion®>,
Ademas, para conseguir poblaciones de nanoparticulas estables, monodispersas y con
morfologia esférica afiadieron un monémero, divinilbenceno (DVB), con la propiedad de
unir las cadenas de poliestireno en crecimiento (cross-linked) obteniendo

nanoparticulas reticuladas. (Esquema 2.1).
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Esquema 2.1. Copolimerizacidn del estireno con divinilbenceno dando lugar a particulas reticuladas del

mismo tamafio.

Existen diferentes técnicas para la preparacién de nanoparticulas reticuladas como son:
polimerizacidn por suspensidn, dispersién y emulsion, todos ellos parten de un proceso

196

llamado polimerizacién heterogénea’®®, que implica la generacion de particulas

monodispersas.

2.2, Resultados

2.2.1. Sintesis de nanoparticulas de poliestireno aminometiladas y reticuladas.
Las nanoparticulas empleadas en este trabajo de investigacion son amino
funcionalizadas. Dicha funcionalizacién permite llevar a cabo uniones covalentes de un
amplio nimero de compuestos como fluoréforos, espaciadores o biomoléculas. Por otro
lado, la naturaleza reticulada de estas nanoparticulas presenta grandes ventajas sobre
las no reticuladas porque tienen mayor estabilidad mecdnica en diferentes disolventes
organicos, ademas de poder realizar con ellas un amplio espectro de reacciones. En
concreto, para la preparacién de las nanoparticulas de poliestireno empleadas en esta
investigacidn se ha llevado a cabo la copolimerizacién radicalaria libre de un mondmero
amino funcionalizado, hidrocloruro de vinil bencilamina (VBAH), con estireno y p-
divinilbenceno (DVB) (que actua como agente de entrecruzamiento originando
particulas reticuladas) generando poblaciones monodispersas de nanoparticulas amino
funcionalizadas. El proceso fue llevado a cabo mediante polimerizacidén por dispersiéon o
polimerizaciéon por emulsién libre de emulsionante dependiendo del tamaifo de

nanoparticula deseado siguiendo protocolos previamente descritos®®’.
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2.2.1.1. Sintesis del mondmero amino funcionalizado

La sintesis del mondmero funcionalizado, hidrocloruro de vinil bencil amina (VBAH) fue
realizada como estd descrito previamente!®® donde 4-vinil bencilftalimida (VII),
resultado de la reaccidn del cloruro 3-vinilbencilo (V) con ftalimida potasica (VI) en DMF,
fue calentada en presencia de hidracina para dar el derivado amino, vinil bencilamina
(vi), el cual fue convertido en su sal VBAH (IX) con un rendimiento del 92% (Esquema

2.2).

Esquema 2.2.: Sintesis de hidrocloruro de vinil bencilamina. Reactivos y condiciones: (i) DMF, 50 ¢C, 17

h,92%,; (ii) N2H4, Argon atm., EtOH, 70 C, 3 h, 90%; (iii) HCI 6N, 0 2C, 95%, 92% en general.
2.2.1.2. Sintesis de nanoparticulas por polimerizacién por dispersion

Para este proyecto se ha empleado el protocolo de polimerizacién por dispersion para
la sintesis de nanoparticulas de poli(estireno-co-divinilbenceno) monodispersas con un
tamafio aproximado de 500 nm?’. Las nanoparticulas fueron sintetizadas por
polimerizacién por dispersién en una atmdsfera inerte (argén) empleando una mezcla
de etanol/agua (86:14) como medio de dispersidn con poli(N-vinilpirrolidona) (PVP) con
peso molecular de 29.000 g/mol como estabilizador, VBAH como mondémero amino
funcionalizado y 2,2’-azobisisobutironitrilo (AIBN) como iniciador radicalario. Una vez
terminada la reaccidn, la suspension de nanoparticulas se dejé enfriar durante 30
minutos y se purificaron seguidamente con lavados con metanol y agua, mediante ciclos
de centrifugacién y dispersién, y se recolectaron las nanoparticulas sintetizadas
(Esquema 2.3). Esta sintesis se realizd, en primer lugar, 12 reacciones de polimerizacidn
simultdaneamente en un carrusel Radley (volumen de reaccién de 10 mL), a una
temperatura controlada de 65 °C, a una velocidad de agitacién de 350 rpm en atmofsera
inerte (argén) (Figura 2.1.a). En una segunda etapa, con objeto de obtener un volumen
mayor de nanoparticulas por reaccion se llevd a cabo el escalado de la reaccidn,

utilizdndose para ello un reactor con capacidad para 90 mL. En ambos casos, las
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nanoparticulas fueron obtenidas con alto rendimiento (96% para Carrusel y 92 % en el

escalado) (Figura 2.1.b).
AN X

h (i)

|
. . ., HZNAO
+ " 460 nm 2.1
= NH3 Cl 440 nm 52.2;

I 1l IX

Esquema 2.3: Sintesis de nanoparticulas amino funcionalizadas mediante polimerizacion por dispersion.

Reactivos y condiciones. (i) PVP, AIBN, etanol/agua, 652C, 350 rpm, Argon atm.,16h.

Figura 2.1. a) Carrusel Radley para la preparacién de nanoparticulas a pequefia escala. b) Reactor para

llevar a cabo el escalado de la reaccion.

Empleando este método de polimerizacién por dispersién se producen particulas
monodispersas del tamafio aproximado de 500 nm en un simple proceso por etapas. En
este método los mondmeros (estireno, DVB y VBAH) y el iniciador (AIBN) se mezclan en
una fase orgdnica en la cual la polimerizacién de los monédmeros ocurre en presencia de
PVP como estabilizador polimérico adecuado, soluble en el medio de la reaccidn
(etanol/agua). Esta mezcla etanol/agua se seleccioné como medio de reaccidn ya que
proporciona la polaridad adecuada para que tanto los monémeros como con el
estabilizador polimérico estérico (PVP) se solubilizen adecuadamente y el polimero
formado precipite en dicha mezcla de disolventes transcurrido el periodo de reaccion.
Esta polimerizacién produce particulas poliméricas ofreciendo una excelente

monodispersidad®, La polimerizacion por dispersion implica por lo tanto varias etapas
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(Figura 2.2.). En primer lugar, se prepara una solucién homogénea, donde se encuentran
los mondmeros, el iniciador y el estabilizador. A continuacién, se induce la
polimerizacion por calor y en la solucidén comienzan a aparecer los radicales iniciadores.
Estos radicales reaccionan con los mondmeros conduciendo a la formacién de
macromoléculas que, a su vez, conduce a la nucleacién y a la formacién de particulas
primarias. De esta forma, en esta etapa, se produce una fase de nucleacién rapida donde
el nlcleo monodisperso se hincha con los mondémeros, los oligdmeros cortos y los
radicales iniciadores?®. Ocurre la coalescencia de las nanoparticulas inestables y las
particulas estables sufren un crecimiento hasta precipitar en el medio de reaccién. Por
lo tanto, la polimerizacién tiene lugar principalmente dentro de las particulas

individuales, conduciendo a la formacidn de particulas esféricas estables (Figura 2.2).

1. Antes de la polimerizacién

Estabilizador %

Iniciador

Monémero 5. Crecimiento de particulas
estéricas estables

® o b

Oligémero/nucleo

particula 3. Coalescencia de nanoparticulas

4. Produccién de particulas inestables

esféricas estables

Figura 2.2. Polimerizacion por dispersidon. Modelo de nucleacion y crecimiento de la particula en la fase
orgdnica: 1. antes de iniciar la polimerizacién se lleva a cabo la solucién homogénea de los reactivos; 2. se
aumenta temperatura de reaccién y el radical iniciador soluble en fase acuosa reacciona con los
monomeros (nucleo de la particula); 3. Coalescencia de las nanoparticulas inestables ; 4. se producen
particulas esféricas estables y 5. Se produce crecimiento de las mismas en la fase orgdnica hasta

precipitacion en medio de reaccion.

Es importante destacar el hecho de que en la polimerizacién por dispersién, la
estabilizacién de las particulas es un aspecto importante. El estabilizador, en este caso

el PVP, es esencial y juega un papel crucial en este proceso mediante la adsorcién o
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incorporacion de los polimeros precipitados recién formados sobre su superficie (capa
peluda)?®? (Figura 2.3). El estabilizador actia como una influencia estérica y facilita la
precipitacion de las particulas primarias monodispersas, las cuales contindan su
crecimiento por hinchamiento con mas mondmero u oligdmeros cortos que producen

las nanoparticulas?°?,

_ - Capapeluda
\‘\\Y\f;x‘k/

- §

agd_@;mg
;\\\f\F /}\j_ . 5 g

b,

o 3

U

Figura 2.3. Esquema representativo de nanoparticulas estabilizadas por PVP.

El tamafo de las nanoparticulas en la polimerizacién por dispersidon puede estar
influenciada en mayor o menor medida por muchos factores incluyendo la temperatura
de polimerizacion, las concentraciones del mondmero y del iniciador y el tipo y la
concentracion del estabilizador. Ademas, la solubilidad del medio de polimerizacién
tiene una influencia notable en el tamafio final?%3. En el protocolo de sintesis empleado,
las condiciones empleadas son dptimas para la sintesis de nanoparticulas de tamafio

aproximado de 500 nm.

2.2.1.3. Sintesis de nanoparticulas por polimerizacion por emulsion libre de

emulsionante

En este proyecto se llevd a cabo un segundo método de polimerizacién basado en una
variante de la polimerizacidn por emulsién libre de emulsionante en agua, mediante una
adaptacion del protocolo descrito por Delair y colaboradores. Este método se hallevado
a cabo con el fin de obtener particulas de menor tamafio (100-200 nm). En este
protocolo, el VBAH copolimeriza con estireno en agua (previamente desoxigenada) con
sulfato magnésico como estabilizador. Después de agitarse a velocidad adecuada 1000
rpm r.p.m. durante 30 minutos a 80°C, se afiadid el iniciador, soluble en agua,
dihidrocloruro de 2,2-azobis(2-amidinopropano) (Vso). La emulsidn resultante se agité
y se mantuvo la tempertatura a 80 °C dando lugar a las nanoparticulas amino metiladas
reticuladas de 200 nm con un rendimiento del 98% cuando se dejo reaccionar durante

2 horas a 1000 rpm y de 100 nm cuando se dejé reaccionar 2 horas a 1100 rpm con un
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rendimiento del 87% (Esquema 2.4). A continuacidn, se llevd a cabo la purificacidn de
las nanoparticulas obtenidas como en el apartado anterior mediante ciclos consecutivos
de centrifugacién y resuspensiéon en metanol y agua. Esta reaccién se llevé a cabo en el
Carrusel Radley empleado en la sintesis anterior y, posteriormente, se realizé el escalado

a 90 mL (Figura 2.1.).

X X
S (i)
+ + —_— H2N/\O
~ NH;"CI 100 "M (2.3)
| 1 IX

200 nm (2.4)

Esquema 2.4: Sintesis de nanoparticulas amino-funcionalizadas mediante polimerizacién por emulsién

libre de emulsionante. Reactivos y condiciones. (i) MgS04, H20, V50, 809C, 350 rpm, Argon atm., 15h.

Este método basado en la polimerizacién por emulsidn del poliestireno se realizé sin la
adiccion de ningun estabilizador o surfactante en el medio de polimerizacidn. Esta
decisién se basa en la investigacién de Kotera y col.,?°4?% quienes mostraron que la
formacidn de las particulas en crecimiento se explica por el mecanismo de nucleacién
homogénea?®2%” donde la estabilizacién de estas particulas proviene de la orientacion
de sus propias cadenas de polimero, en particular los extremos de la cadena procedente
de las moléculas iniciadoras. En este caso, se emplea el sistema libre de emulsionante
corresponde al formado por estireno/Vse/agua donde la polimerizacidn se inicia por el
iniciador V50 (soluble en agua) en la fase acuosa y no en las micelas emulsionantes
(como ocurria en la polimerizacidn por emulsidn) y causa la formacion de los radicales.
A medida que crecen las particulas, la carga superficial (generada por los grupos finales
del iniciador) aumenta hasta alcanzar un punto donde las particulas se estabilizan por
su propia carga electrostatica que también conlleva repulsiones estdticas entre las

particulas, previniendo la floculaciéon?®® (Figura 2.4).

59



Capitulo II

Fase acuosa

Radical iniciador

Mondmero

Particula

Figura 2.4. Polimerizacion por emulsion libre de emulsionante. Modelo de nucleacién y crecimiento de
la particula en la fase acuosa: a) Formacion de las gotas de mondmero en la fase acuosa; b) el radical
iniciador soluble en agua reacciona con los mondmeros (nucleo de la particula); c) crecimiento de las
particulas aumentando su carga superficial; d) formacién de las particulas estabilizadas con su propia

carga electrostatica.

2.2.2. Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas

Las nanoparticulas poliméricas se utilizan en numerosas aplicaciones biomédicas por lo
gue una caracterizacién fisicoquimica rigurosa cobra una gran importancia desde el
momento en que estas nanoparticulas pueden convertirse en nanofarmacos para su

posterior traslacion a clinica.

En este apartado se presentan los pardmetros mas relevantes de la caracterizacion
fisicoquimica en referencia al campo de la biomedicina. En la Figura 2.5 se resume
brevemente los parametros analizados como el tamafio, superficie, carga y liberacién
del farmaco, estabilidad y consistencia entre lotes asi como las técnicas e instrumentos
analiticos mas comunes utilizados para la evaluacidn de cada uno de estos parametros.
No todas las técnicas se emplean siempre, para cada caso especifico se selecciona la
técnica adecuada dependiendo de la naturaleza de la nanoparticula y de las moléculas

gue se conjugan a ella.
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Nanoparticula Polimérica

@

+ DLs * Potencial Zeta + HPLC
+ TEM/SEM * HPLC - Ms
+ AFM +  Cuantificacion de +  Espectrofotometria
grupos aminos
DEsbiided T .
+ DLS, TEM/SEM *  Electroforesis
= HPLC * Inmunofluorescencia «  DLS, TEM/SEM
+ MS * Citometria de flujo « HPLC/MS
+ Espectrofotometria + Citometria de flujo

Figura 2.5. Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas poliméricas. La caracterizacion de las
Nanoparticulas poliméricas debe incluir pardametros como el tamafio, superficie, carga y liberacion del
farmaco, estabilidad y consistencia entre lotes. Aparecen las técnicas mas usuales para evaluar dichos

parametros.
2.2.2.1. Tamaiio

El tamaino de las nanoparticulas es un factor crucial que regula la circulacion vy
navegacion de las mismas en el torrente sanguineo, la penetracion del fdrmaco a través
de las barreras fisioldgicas, la localizacidén del lugar especifico en la célula e incluso la
induccién de respuestas celulares?9%210.211 E| tamafio se puede determinar de muchas

maneras, y la técnica usada dependera de la informacién deseada.

Para las medidas del tamafio de las nanoparticulas sintetizadas se ha empleado una
técnica de dispersion de luz, en concreto dispersién de luz dindmica (DLS, del inglés
“dinamic light scattering”) y tres técnicas de imagen incluyen microscopia electrénica
de barrido (SEM, del inglés “scanning electron microscopy”), microscopia electrénica de
transmisién (TEM, del inglés “transmission electron microscopy”) y microscopia de

fuerza atémica (AFM, del inglés “atomic force microscopy”).

2.2.2.1.1. Tamano de las nanoparticulas mediante dispersion de luz dinamica (DLS)

La distribucidn del tamafio de las nanoparticulas obtenidas mediante polimerizacién por
dispersion (2.1y 2.2) y por emulsién libre de emulsionante (2.3 y 2.4) fue determinada
mediante la dispersién de luz dindmica en el Zetazizer Nano ZS Malvern. Este

instrumento permite la caracterizacion de las particulas mediante mediciones precisas,
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fiables y repetibles del tamafio de la particula, en concreto se determina el didmetro
hidrodindmico de las mismas, siendo este el método mds conveniente y rapido para
medir el tamafio de las nanoparticulas?'?. Por ello, DLS sera la medida utilizada de forma
rutinaria para caracterizar el tamafio de las nanoparticulas sintetizadas en este trabajo

de investigacion.

La dispersidn de luz dinamica mide el coeficiente de difusidn y calcula indirectamente el
tamafio hidrodindmico?!3. De forma resumida, la suspensién de las nanoparticulas se
irradia con un laser monocromatico y las fluctuaciones de intensidad de la luz dispersa
se miden como una funcién del tiempo. Estas fluctuaciones son el resultado del
movimiento browniano de las nanoparticulas que son convertidas en un coeficiente de
correlacién y representadas como una funcién del tiempo. Esta curva se ajusta a un
modelo apropiado que proporciona el coeficiente de difusién, y se aplica la ecuaciéon de

Stokes-Einstein para calcular el tamafio hidrodindmico.

Para dicha medida se realizaron diluciones (1/1000) de las suspensiones madre que se
encontraban a las concentraciones recogidas en la Tabla 2.1. Los valores que se
obtuvieron de la media del tamaio de las particulas y el indice de polidispersidad (PDI,
del inglés “polydispersity index”) se han resumido en la Tabla 2.1. El PDI puede tener un
valor entre 0 (cada particula en la suspensién tiene exactamente el mismo tamafio) y 1
(el tamafo de cada particula es diferente). Un valor por debajo de 0.2 clasifica
normalmente las dispersiones como monodispersas?!4. Por lo tanto, estos resultados
indican que las nanoparticulas son monodispersas con una distribuciéon del tamafio de

poblacién muy homogénea.

Tabla 2.1. Valores del tamafio (media) y el indice de polidispersidad (PDI) de las NPs sintetizadas.

Concentracion Media Diametro

NPs (NP/g) (nm) PDI

2.1 1,96 x 10*3 460+ 5,6 0,042
2.2 1,53 x 10*3 439,2+3,5 0,055
2.3 1,91 x 10%° 100+ 3,6 0,079
2.4 2,38 x 10 222,1+1,25 0,012
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2.2.2.1.2, Tamaiio de las nanoparticulas mediante microscopia electrénica de barrido
(SEM)

Como técnica complementaria para la medida del tamafio y la forma de las
nanoparticulas poliméricas obtenidas se llevd a cabo el andlisis de las nanoparticulas por
SEM utilizando un microscopio Hitachi modelo S-510 SEM. Para este propdsito, se
realizaron diluciones de las distintas muestras a analizar (1/1000) (ver concentraciones
en Tabla 2.1). Las micrografias obtenidas utilizando esta técnica mostraron que estas
nanoparticulas aparecen como poblaciones de particulas monodispersas confirmando
los resultados obtenidos por DLS. Ademas, SEM revela informacién sobre la morfologia
externa, mostrando una morfologia esférica con una superficie suave en el caso

concreto de las muestras de nanoparticulas 2.1. y 2.4. (Figura 2.6).

Figura 2.6. Microscopia electrdnica de barrido. Imagenes de las nanoparticulas sintetizadas: a) NPs 2.1.;

b) NPs 2.4. Barra de escala 1 um.

2.2.2.1.3. Tamaiio de las nanoparticulas mediante microscopia electrénica de
transmision (TEM)

La técnica TEM proporciona imagenes directas e informacidn quimica de las
nanoparticulas a una resolucién espacial por debajo del nivel de la dimensién atémica
(<1 nm)?1>216_E| tamafio y la forma de las nanoparticulas poliméricas obtenidas en este
capitulo fueron analizados por TEM utilizando un microscopio de alta resolucién FEI
Titan G2 con cafién de emision de campo tipo XFEG que opera a 300 kV. Previamente al
analisis de las muestras, las nanoparticulas fueron suspendidas en etanol absoluto,
tratadas con cobre y depositadas sobre una rejilla forrada con carbén. La Figura 2.7
muestra las nanoparticulas 2.1 de 460 nm. Ademas, la técnica TEM puede proporcionar
informacién acerca de no solo el tamaiio sino también los grados de agregacién o
dispersion de las nanoparticulas. En la Figura 2.7. se observa la presencia de

nanoparticulas individualizadas, sin agregacién, confirmandose nuevamente los
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resultados obtenidos por DLS siendo el didmetro menor cuando se compara con el

diametro hidrodindmico resultande de DLS.

a)

Figura 2.7. Microscopia electrénica de transmision. Imagenes adquiridas mediante TEM de las NPs 2.1.

2.2.2.1.4. Tamano de las nanoparticulas mediante microscopia de fuerza atémica
(AFM)

Esta técnica de microscopia es capaz de detectar fuerzas del orden de nanonewtons y
obtener imagenes topograficas de alta resolucién en tiempo real?’’. Las imdgenes
topograficas de las nanoparticulas 2.2 fueron obtenidas con el AFM Nx20 (Park Systems)
a una temperatura aproximada de 20 °C operando en aire y a modo no contacto usando
una punta cantiléver comercial de silicona con una rigidez de 40 Nm™ y una frecuencia
de resonancia alrededor de 170kHz. Las nanoparticulas dispersadas en agua destilada
mediante sonicacién se colocaron sobre un disco de mica (1 cm?) y se dejaron secar unos
minutos. La imagen del AFM se procesé utilizando el software de adquisicidon de datos
Xei. Al igual que las técnicas SEM y TEM, el AFM puede ser utilizado para determinar el
tamafio, forma, estructura y grado de dispersién y agregacion de las nanoparticulas. La
imagen obtenida en 3D mostré la topografia de la poblacién de nanoparticulas,
mostrando una morfologia esferoidal con una superficie irregular (Figura 2.8). En este

caso se observa una fuerte aglomeracion de las nanoparticulas.

Figura 2.8. Microscopia fuerza atomica. Imagenes adquiridas mediante AFM de las NPs 2.2.
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2.2.2.2. Caracterizacion de la superficie

Es necesario una caracterizacién profunda de la superficie de las nanoparticulas para
garantizar la seguridad y la eficacia previstas en las aplicaciones biomédicas, ya que las
caracteristicas superficiales de las nanoparticulas determinardn su rendimiento
bioldgico, es decir, la biodistribucion y la toxicidad de las mismas?*®, Las caracteristicas
mas comunes de la superficie de las nanoparticulas son la carga (potencial zeta), el
caracter hidrofilico (superficie modificada con polimeros hidrofilicos como el PEG) y la

presencia de ligandos dirigidos (para asegurar una liberacién selectiva).

En el caso particular de las nanoparticulas empleadas en esta tesis, se llevd a cabo la
PEGilaciéon de las mismas con diferentes unidades de PEG. La cuantificacion del PEG y
demds compuestos conjugados a la NP se realizé mediante los cambios en los valores
del potencial zeta y la cuantificacién de los grupos aminos presentes en las
nanoparticulas amino funcionalizadas mediante el test de ninhidrina (Test de Kaiser) y
el test Fmoc (apartado 2.2.2.2.2). La unién de los ligandos dirigidos y otras proteinas se
ha validado utilizando diversas técnicas como ensayos de BCA, electroforesis en gel de

agarosa o inmunofluorescencia, que se veran en el capitulo 5.

2.2.2.2.1. Potencial zeta

La superficie de las nanoparticulas se caracterizé por el potencial zeta que se
correlaciona con la carga de las particulas y puede describirse de forma simplista por el
modelo de Gouy-Chapman-Stern?!®. Una particula cargada positivamente a pH
fisiolégico como las nanoparticulas amino funcionalizadas afectard a los iones cercanos
disueltos en el medio de suspensidn. Por lo tanto, si la superficie de las particulas esta
cargada positivamente a un pH determinado (cuantificada por el potencial de superficie)
ésta atrae contraiones cargados negativamente. Estos iones forman una monocapa
fuertemente adsorbida en la superficie de la particula. Esto conduce a una disminucién
lineal del potencial dando como resultado el llamado potencial de Stern. Se continua
con una capa difusa que contiene iones que aun son atraidos por la particula y su capa
Stern circundante pero que estdn mas débilmente unidos. Existe un limite entre los
iones de la capa difusa que se movera con la particula y los que no lo haran. El potencial
medido en este limite se denomina potencial zeta, que es también el Unico potencial

facilmente cuantificable que utiliza las técnicas actuales.
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Las nanoparticulas aminofuncionalizadas descritas en este capitulo presentaron un
potencial zeta comprendido entre +30 y +80 mV, medido en tampdn PBS a pH 7,4 para
proporcionar un entorno estable y mediciones comparativas de las diferentes muestras.
(Figura 2.9). El valor positivo del potencial zeta se corresponde con la presencia de los
grupos aminos presentes en la superficie de las nanoparticulas. La importancia del
potencial zeta se basa en su simple determinacién a través de la mediciéon de la
movilidad electroforética y su valor para la prediccién de la estabilidad de la suspensidn.
Como regla general, los potenciales zeta superiores a £ 18 mV dan suspensiones
reticulares poliméricas estables??°. Por lo que, de acuerdo con esta regla, el potencial

zeta determinado fue mayor por lo que las particulas formaron una dispersién estable.
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Zeta potential (mV)

—2.1(460 nm); 81,2 mV
——2.2 (440 nm); 77,5 mV
——2.3(100 nm); 78,5 mV

Total counts

——2.4(200 nm); 32,3 mV

Figura 2.9. Potencial zeta de las nanoparticulas sintetizadas. El eje Y indica la cantidad de eventos que

presenta un potencial zeta determinado.

Adicionalmente, la medida de potencial zeta se emplea en este trabajo de investigacidon
para monitorizar la eficiencia de los distintos pasos de multifuncionalizaciéon de estas
nanoparticulas llevados a cabo mediante la medida de las variaciones de potencial
zeta??l. La determinacion de zeta potencial de cada nanoparticula multifuncionalizada

sera descrita en cada seccidn correspondiente.

2.2.2.2.2, Cuantificacion de los grupos aminos

En este trabajo de investigacidon, se usaron métodos clasicos utilizados para la

determinacién de grupos aminos primarios libres sobre resinas de poliestireno en la

222

sintesis en fase sélida, como son los test de ninhidrina??? y de Fmoc??3.
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Test de ninhidrina

El test de ninhidrina es un test rdpido y cuantitativo para la determinacién de grupos
aminos primarios libres sobre la resina. La cantidad de grupos aminos primarios libres
pueden ser facilmente detectados y cuantificados por la reaccidén con ninhidrina. Se
realizé el test de ninhidrina cuantitativo al equivalente de 3 mg de nanoparticulas secas
(2.1, 2.2, 2.3, 2.4). Una vez centrifugadas, las nanoparticulas fueron lavadas con una
solucién acuosa de etanol al 70% y la absorcién fue medida a 570 nm. La cantidad de
grupos aminos primarios sobre las nanoparticulas que se calcularon con este método
aparecié en un rango comprendido entre 15 umol/g y 200 umol/g dependiendo de la
cantidad de monémero amino funcionalizado utilizado y la técnica de polimerizacién

aplicada. Los valores obtenidos se recogen en la Tabla 2.2.

El test de ninhidrina también conocido como el test de Kaiser, fue desarrollado por
primera vez por Moore y Stein??4, siendo adaptado por Kaiser??® para la sintesis quimica
en fase sdlida y finalmente optimizado por Sarin???, que disefid las condiciones para el
test. Como muestra el Esquema 2.5, la ninhidrina reacciona con el amino primario de
cualquier sustancia dando lugar a un compuesto en solucién de color purpura (purpura
de Ruhemann). Este compuesto puede ser cuantificado espectrofotométricamente

midiendo la absorbancia de la soluciéon 570 nm usando la luz Vis/UV.

(e}

OH
Ninhidrina
H
o R O R peptido
/
C[:%:o . HZN/E/Péptido — ngm
Vs o) o) l
N 7 R
- C[%NHZ . O)\Q/Péptido

Las dos formas resonantes

del parpura de Ruhemann Taumerizacién

Esquema 2.5. Test de ninhidrina. Formacion del color purpura de Ruhemann.
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Test Fmoc

El test Fmoc es un test colorimétrico para cuantificar los grupos aminos que se
encuentran protegidos por el grupo protector Fmoc (9H-fluoren-9-il-metoxicarbonilo).
Por ello, para saber el nimero de aminos primarios que tienen las nanoparticulas se
hace primeramente la proteccién de estos grupos amino con residuos con Fmoc vy
posteriormente se mide la cantidad del aducto de piperidina-dibenzofulveno que es
liberado durante la desproteccién. La cantidad de aducto liberado se cuantifica
espectrofotométricamente midiendo la absorbancia de la solucidn a 302 nm usando luz

Vis/UV?23 y un coeficiente de extincién de 7800 .

La determinacidn de la carga superficial de las nanoparticulas sintetizadas previamente
(2.1, 2.2, 2.3, 2.4) se llevd a cabo mediante el test Fmoc. Para ello se realizd primero la
conjugacién con Fmoc-Glicina-OH usando un exceso de este amino acido (15
equivalentes) para asegurar la conjugacion completa, posteriormente, se llevd a cabo la
desproteccién del grupo protector Fmoc mediante un tratamiento triple con el 20% de
piperidina en dimetilformamida (DMF) (Esquema 2.6). El sobrenadante resultante se
unid y se midié el aducto de piperidina dibenzofulveno por espectofotometria a 302 nm
usando un coeficiente de extincién de 7800. Los resultados obtenidos se recogen en la

Tabla 2.2.

Fmoc-Gly-NP

\ .
o

S0

Aducto de piperidina-fulveno

o)
H2N\)Lﬁ/\o

Reactivos y condiciones. (j) Fmoc-Gly-OH (15 eq), Oxima (15 eq) DIC (15 eq), DMF, 2 h, 60 oC; (i) 20% piperidina, DMF.
3 X 20 min.

Esquema 2.6. Test Fmoc realizado con Fmoc-Gly-NPs sintetizadas utilizando una unidad de Fmoc-Gly-OH.
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Tabla 2.2. Carga superficial de las NPs sintetizadas obtenidas mediante el test de ninhidrina y test Fmoc.

Carga superficial  Carga superficial

NPs umol/g umol/g
(Test ninhidrina) (Test Fmoc)

21 57 54

2.2 69 60

23 93 110,3

24 74 80

Los resultados obtenidos con ambos métodos muestran que son equivalentes para la
determinacién de la carga de grupos aminos para las nanoparticulas de poliestireno. Por
lo que a lo largo de esta tesis doctoral utilizaremos el test Fmoc para la cuantificacién
de los grupos aminos ya que su determinacion experimental es mas rapida e igualmente
eficaz que el test de ninhidrina. Por lo tanto, el test de ninhidrina se use cualitativamente

para monitorizar la eficacia de las conjugaciones.

2.2.2.3. Estabilidad

La estabilidad hace referencia a la conservacidn de las propiedades durante un periodo
de tiempo tras la sintesis de las nanoparticulas poliméricas conjugadas. La estabilidad
de las nanoparticulas puede verse afectada por uno o mas factores, como la
temperatura, humedad, pH, tamafio de particula , exposicién a diferentes tipos de
ionizacién y radiacién no ionizante, degradacién enzimdtica e incluso la presencia de

impurezas?®,

La estabilidad, a corto y largo plazo, dicta la vida Gtil de la formulacién del polimero. Se
debe de examinar las condiciones de almacenamiento como disolventes, temperatura,
pH y forma (por ejemplo, en solucién, polvo liofilizado, congelado). Por ejemplo, la
congelacién y / o liofilizacion de la muestra puede comprometer la integridad de la
nanoparticula. Ciertos disolventes o tampones pueden causar la precipitacién de

nanoparticulas o liberacidn prematura de la droga.

Es importante tener en cuenta que el destino final del conjugado es la traslacién clinica
por lo que es necesario establecer que parametros se deben de evaluar tras un periodo
de almacenamiento o reconstitucién del propio conjugado. Por ejemplo, la medicién del
tamafio se puede utilizar para estudiar los efectos de la liofilizacidn, pero seria insensible

a la carga y liberacién del farmaco. Un andlisis mas completo deberia incluir tanto el
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tamafio como la carga del farmaco antes y después del proceso de liofilizaciéon. Aunque
el tamano, la carga del fdrmaco y la liberacién del farmaco son pardmetros importantes
y recomendados para evaluar la estabilidad a corto y largo plazo, idealmente, también
deberia de incluirse pardmetros que tengan un efecto directo en un resultado bioldgico.
Por ejemplo, el potencial zeta de las nanoparticulas se puede controlar para evitar in

vivo la posible activacion del complemento??®,

La estabilidad de las nanoparticulas sintetizadas se midié evaluando el tamafio mediante
DLS y potencial zeta de las nanoparticulas sintetizadas en un intervalo de 6 meses
conservadas a dos temperaturas diferentes, 4°Cy temperatura ambiente. Los resultados
obtenidos muestran que las nanoparticulas sintetizadas son estables a lo largo del
tiempo. Como ejemplo representativo, se presentan resultados obtenidos para las
nanoparticulas 2.2 de 440 nm de tamafio, La Tabla 2.3 muestra los datos obtenidos al
mes, tres y seis meses observandose la estabilidad de la suspensidon en las dos

temperaturas de almacenaje.

Tabla 2.3. Valores del tamaiio, indice de polidispersidad y potencial zeta de las nanoparticulas 2.2 (440

nm) medidos a diferentes tiempos a 4 y 25°C.

2.2(4°C) Media Diametro PDI Potencial zeta
(nm) (mV)
1 mes 440,6 £ 1,82 0,038 75,4+0,3
3 meses 436,1+1,17 0,017 71,9+0,23
6 meses 445+ 1,65 0,013 73,6+0,6

Temperatura ambiente

1 mes 438,2+0,92 0,015 75,6+0,7
3 meses 447,1+1,4 0,018 77,9+0,3
6 meses 448,2+1,8 0,011 77,6 £0,6

La estabilidad del resto de formulaciones realizadas correspondientes a las diferentes
moléculas conjugadas como fluoréforos, proteinas o farmacos se mostrara en los
capitulos correspondientes. Asimismo, es importante tener en cuenta que la propia
naturaleza de la biomolécula conjugada a la nanoparticula determinara el grado de
conservacion de las mismas, siendo el almacenamiento a 4 °C el utilizado en la mayoria

de los casos.
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2.2.2.4. Consistencia entre lotes

Para llevar a cabo una traslacion del nanosistema preparado, un punto clave requerido
por la industria farmacéutica es la consistencia entre lotes. Por ello, se llevo a cabo la
evaluacidon de dicha consistencia en la sintesis de estas nanoparticulas. La sintesis de las
nanoparticulas 2.1 de 460 nm de tamafio se realizé en el carrusel Radley obteniéndose
al final del proceso diferentes lotes con las mismas caracteristicas. La Tabla 2.4 muestra
algunos ejemplos de los valores del tamaino y el potencial zeta de varios lotes de
nanoparticulas 2.1, reflejando la consistencia conseguida en el proceso. Estos resultados

aseguran la consistencia entre lotes de estas particulas poliméricas.

Tabla 2.4. Valores del tamafio (media), el indice de polidispersidad y potencial zeta de los diferentes lotes

de NPs 2.1 sintetizadas.

NPs Media Diametro PDI Potencial zeta
(nm) (mV)
211 460+ 0,4 0,042 81,210,1
212 458,2+0,2 0,051 79,5+1,4
213 462,31 0,1 78,1+0,6
21 4 453,6£1,36 0,085 79,7t1,4

2.2.3. Caracterizacion in vitro.

Los resultados previos de nuestro grupo de investigacion mostraron que las
nanoparticulas sintetizadas y funcionalizadas pueden ser internalizadas por la mayoria
de las lineas celulares estudiadas y que no presentan ningun efecto perjudicial sobre la
viabilidad celular (capitulo 1, apartado 1.4). Para llevar a cabo la caracterizacién in vitro
de las nanoparticulas sintetizadas se ha evaluado la citotoxicidad de las nanoparticulas
mediante espectofotometria por luz UV/Vis y la formacién de la corona proteica. La
evaluacion de la internalizacién celular mediante microscopia laser confocal y citometria
de flujo conlleva el marcaje fluorescente de las nanoparticulas para su analisis y se
realizard en los capitulos siguientes, siendo las técnicas mas empleadas en este proyecto

de investigacion por su importancia para la caracterizacion in vitro.

2.2.3.1. Citotoxicidad celular

Los estudios de viabilidad celular se llevaron a cabo para evaluar los efectos de las
nanoparticulas sintetizadas y funcionalizadas en las lineas celulares ensayadas. La

citotoxicidad de las nanoparticulas se ha estudiado utilizando la resazurina, método
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colorimétrico y cuantitativo que determina la viabilidad celular. Se evalué la
citotoxicidad de las nanoparticulas amino funcionalizadas sintetizadas (2.2, 2.3, 2.4 y
2.5) en tres lineas celulares cancerigenas utilizadas en este proyecto de investigacion,
dos de ellas se corresponden con cancer de pulmén (A549 y H520) y la tercera con
cancer de mama (MDA MB 231). Las células se incubaron durante 72 horas con
diferentes concentraciones de nanoparticulas, que se corresponden con
concentraciones utilizadas comunmente en aplicaciones biomédicas, siendo la
concentracion mas alta de 40000 NPs/célula. Los resultados se mostraron en forma de
viabilidad celular. La Figura 2.10 muestra valores superiores al 99% de viabilidad celular

en todos los casos ensayados.

Ad549 H520 MDA MB 231

5
X
(=]

$

$

g

Viabilidad celular (%)

(=]

Figura 2.10. Ensayos de citotoxicidad. Las barras muestran la viabilidad celular de las nanoparticulas
amino funcionalizadas sintetizadas en tres lineas celulares de cancer, A549 y H520 de cancer de pulmdn,

y MDA MB 231 de cancer de mama. Los resultados se han expresado con los valores de la media + SEM.

El ensayo de la resarzurina se basa en la capacidad de las células viables de llevar a cabo
la reduccién de la resazurina (sal sdédica de 10-6xido de 7-hidroxi-3-hidro-fenoxacin-3-
onal) a resorufina y dihidroresorufina (Esquema 2.7), que son ambas fluorescentes. La
conversién es intracelular y estd catalizada por las oxidoreductasas mitocondriales,
microsomales y citosdlicas??’ . La cantidad de resorufina producida es proporcional al
numero de células viable y puede ser cuantificada utilizando un fluorémetro con
capacidad para leer microplacas equipado con filtros de excitacién y emisién de 560 nm

y 590 nm, respectivamente.

z-00

®

Ho/c[omo N Ho@:\j@o

NADH ; H*NAD"H,0

Resarzurina Resorufina

Esquema 2.7. Reduccidén de la resarzurina a resorufina.

72



Sintesis y Caracterizacién de las Nanoparticulas para su uso en aplicaciones bioldgicas

En la seccién correspondiente de cada capitulo se muestra la viabilidad celular de los

nanosistemas desarrollados en esta tesis doctoral.

2.2.3.2. Formacion de la corona proteica

Como se describe en el apartado 1.2.3. del capitulo 1, la formacidn de la corona proteica
puede alterar el tamafio de la nanoparticula, la estabilidad y propiedades de superficie
de las nanoparticulas asi como disminuir la capacidad de orientacién cuando se
encuentran decoradas con ligandos orientadores®>>, Para verificar la formacién de la
corona proteica sobre las nanoparticulas de poliestireno amino funcionalizadas (2.1) y
sobre nanoparticulas funcionalizadas con diferentes biomoléculas como péptidos y

anticuerpos se realizaron una serie de ensayos preliminares.

El andlisis de la formacién de corona en las nanoparticulas amino funcionalizadas (2.1)
se llevd a cabo mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de
sodio (SDS-PAGE, del inglés “sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis”). En primer lugar, se analizé la influencia del medio
de cultivo (DMEM y RPMI cony sin suero). Tras la incubacién de las nanoparticulas en el
medio de cultivo durante 24 y 3 horas a 37 ° Cy los lavados correspondientes con PBS
para eliminar las proteinas no adsorbidas sobre las mismas, se agregd un detergente
(SDS) a los conjugados de proteina-NP para solubilizar las proteinas que formaban la
corona proteica. Esta mezcla con las proteinas de la corona proteica se analizd mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida para electroforesis. Y, posteriormente, se tifnd con
una solucién de azul de Coomassie que puso de manifiesto las proteinas presentes. Los
resultados mostraron que la incubacién con medios de cultivo sin suero evita la
formacidn de corona proteica y que este efecto aumenta con el tiempo de exposicidon
(Figura 2.11 a). Ensegundo lugar, se llevo a cabo un estudio comparativo de la influencia
de nanoparticulas decoradas con diferentes ligandos de naturaleza proteica (anticuerpo
y péptido) en la formacidn de la corona. En la Figura 2.11 b se puede observar que la
formacién de corona disminuyd en las nanoparticulas decoradas con un anticuerpo (5.9)
(ver capitulo 5, apartado 5.2.1.1.1) y un péptido (6.7) (ver capitulo 6, apartado 5.2.1.1.1),
en comparacién con las nanoparticulas amino funcionalizadas cuando se incubaron con

DMEM suplementado con suero.
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a)  asok0

150

Figura 2.11. Electroforesis SDS-PAGE para la comprobacion de la corona proteica. a) 1. Marcador de
proteinas; 2. RPMI sin suero, 24h; 3. DMEM sin suero, 24h; 4. RPMI suplementado con FBS, glutamina y
antibidtico 24h; 5. DMEM suplementado 24h; 6. RPMI suplementado,3H; 7. DMEM suplementado, 3h; b)
1. Marcador de proteinas; 2. 2.1; 3. Ac-NP (5.9); 4. Péptido-NP (6.7); 5. BSA

Es importante destacar que estos resultados sobre la formacién de la corona proteica
mediante SDS-PAGE son preliminares. Se deberd realizar una caracterizacion mas
detallada empleando otras técnicas como la movilidad electroforética en funcién del pH,
la estabilidad coloidal, adsorcién de proteinas mediante calorimetria isoterma de
titulacién y espectrofotometria de masas, entre otras, para estudiar en profundidad la

corona proteica formada sobre estas nanoparticulas??®.

2.3. Nanoparticulas multifuncionalizadas

Las nanoparticulas poliméricas han ganado una posicién prominente en el drea de la
biomedicina debido a su amplia variedad de aplicaciones, como, por ejemplo,
transportadores de sensores intracelulares o herramientas para la liberacidn celular. Es
crucial en la preparacidon de estos nanodispositivos tanto la unién controlada como la

visualizacion de las moléculas bioactivas.

Dependiendo del uso particular de las nanoparticulas, se han aplicado diferentes
estrategias quimicas para unir los cargos a las particulas poliméricas. En esta seccidén se

describen algunos protocolos de funcionalizacidén basados en la sintesis en fase sdlida.

2.3.1. Funcionalizacion de las nanoparticulas
La estrategia elegida consiste en la utilizacién de protocolos de conjugacién empleados
de forma estandar en la sintesis de fase sélida, basados en etapas simples de unién y

desproteccidon, donde la forma mdas comun de conjugar biomoléculas es a través de
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grupos amino o carboxilo y la formaciéon de enlaces amida (Esquema 2.8). El grupo
funcional 4cido se debe activar para formar un éster activo de tal forma que el grupo
carbonilo pueda sufrir un ataque nucleofilico por el grupo amino para producir el enlace
amida. Los agentes de activacién cldsicos son carbodimidas como 1-etil-3- (3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC)??° que puede usarse en condiciones acuosas, y
diisopropil-carbodimida (DIC) que se pueden usar en combinacién con acetato de etil
2-ciano-2-(hidroxiimino) (oxima)?3 si el disolvente es orgdnico, normalmente se utiliza

dimetil formamida (DMF).

Fmoc Desproteccion
Q) +Q

Repeticion de
ciclos de
desproteccion y
acoplamiento

Fmoc HNO
— HN (o}
B,

Desproteccion
Fmoc OH Activacion Fmoc Act final
i e L™
\, \,
Fmoc HN
€

Esquema 2.8. Pasos basicos de la quimica Fmoc

2.3.2. Doble funcionalizacién de las nanoparticulas: Ortogonalidad Fmoc-Dde.
La funcionalizacién dual de las nanoparticulas mediante la formacién de enlaces amida,
entre otros, permite la unién controlada de dos moléculas diferentes en la misma

particula y requiere reacciones ortogonales compatibles entre si.

La ortogonalidad entre grupos protectores es esencial para disefiar una estrategia en
fase solida. Para la sintesis controlada de nuestra estructura, tanto el grupo N-a-amino
terminal como el grupo amino de la cadena lateral de un derivado de lisina tendrian que
estar bloqueados con grupos protectores ortogonales (Esquema 2.9). La estrategia
clasica se basa en la desproteccidn basica labil del grupo N-Fmoc que protege el grupo
N-a-amino terminal y la desproteccidn acida labil del grupo protector de la cadena
lateral (por ejemplo, Boc- tert-butiloxicarbonilo ), nuestro protocolo modificado se basa

en el uso de un grupo protector nucleofilico |abil en la cadena lateral (etil 1-(4,4-dimetil-
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2,6-dioxociclohexiliden), Dde)?3!. El Dde ha sido utilizado como grupo protector de
aminas primarias en quimica en fase sdlida, pero en las condiciones estandar para la
desproteccién (3% v/v de hidracina en DMF)?3?2 también se escinde el Fmoc. Sin
embargo, se ha demostrado la ortogonalidad completa entre el Fmoc y el Dde utilizando
hidrocloruro de hidroxilamina e imidazol en N-metil-2-pirrolidona (NMP) para eliminar
el Dde sin desproteger el Fmoc?33, De esta forma, la hidracina da lugar a una adiccién de
Michael a un pH inferior a 7, que evita al mismo tiempo que el grupo Fmoc se vea
afectado. La aplicacién de esta metodologia proporciona una estrategia eficaz para

bifuncionalizar las nanoparticulas.

Grupo protector
Fmoc

Grupo protector de la cade
Dde

Esquema 2.9. Sintesis de Fmoc-Lys-OH. Funcionalizacidn dual. Reactivos y condiciones: (i) DCC, DMAP,

CH3COH, 36H, 51,22%; (ii) Fmoc-Lys-OH, TFA 80,1%), EtOH reflujo, 60 h, 63,27%, 92% en general.

2.3.3. Multifuncionalizacion de las nanoparticulas

La multifuncionalizacién permite la produccién de nanoparticulas capaces de
transportar dos o mas moléculas simultdneamente (por ejemplo, una molécula
biolégicamente relevante y un fluoréforo para su seguimiento). Subsecuentemente, la
ruptura selectiva del Fmoc o el Dde (Figura 2.10) permite la unién directa de la molécula
de manera que su posicion pueda ser conocida y facilita la introducciéon de una
estructura que pueda ser acoplada facilmente a las nanoparticulas y elongarla utilizando

los protocolos del Fmoc de una manera dirigida.
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Una de las caracteristicas mas importantes de la multifuncionalizacidén es la conjugacion
controlada de varias moléculas bioactivas en la misma particula?®*. Esto requiere
condiciones de acoplamiento bioortogonal, es decir, la capacidad de llevar a cabo
reacciones quimioselectivas en presencia de grupos funcionales como los grupos amino,
carboxilo o tiol en condiciones fisioldgicas. La forma mas comun de conjugar
biomoléculas es a través de grupos amino o carboxilo y la formacién de enlaces amida,
como se ha explicado anteriormente. Aunque son muchas las conjugaciones que pueden
realizarse, como, por ejemplo, un acido puede activarse mediante la formacién de un
succinimidil éster para reaccionar directamente con las aminas libres. Otra forma de
bioconjugaciéon es mediante la reaccidén de grupos cetona con hidracina dando lugar a
enlaces de hidrazona estables?3>. Otra reaccion bien conocida en el campo de la
bioconjugacidn es la generacidn de tioéteres a partir de maleimidas y tioles?3¢. Ademas,
las nanoparticulas tiolfuncionalizadas se pueden unir mediante puentes de disulfuro a
compuestos bioactivos que tenga tioles libres dando lugar a un enlace disulfuro

escindible intracelularmente??’ (Tabla 2.5).

Tabla 2.5. Representacion esquematica de las conjugaciones mas frecuentes para la multifuncionalizacidn

de las nanoparticulas

Grupos
Nanoparticulas Conjugacion Capitulos
funcionales

O
- HoN—
R-COOH 2 R)EN_Q 3,456

O
R'NHZ HOOC_ h}_o 41 5; 6
R—NH
O
NH2-NH- Rz_&_o H2N_N:CH:_ 4,5,6
R-SH HS—O R-S-S— 5
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/NR HS— N s 5
T o

La multifuncionalizacidon permite construir nanotransportadores que llevan diferentes

moléculas sensibles a multiples vias de sefializacion. El objetivo principal de estos
nanovehiculos seria superar la complejidad del microambiente tumoral a través de la
coordinacién perfecta de mecanismos y funcionalidades de respuesta multiple?32. La
Ilamada “multifuncionalidad” puede conseguirse de muchas maneras diferentes, para
lo cual los ejemplos tipicos incluyen imdgenes multimodales, administraciéon simultdnea
de dos o mds farmacos contra el cdncer complementarios, simultaneando la
implementacién de la quimioterapia con otros tratamientos de apoyo, como la
radiacion, la fototerapia y las terapias fotodindmicas, y la combinacién de capacidades
diagndsticas y terapéuticas. El Esquema 2.10 muestra un ejemplo de
multifuncionalizacién de nanoparticulas utilizado en este proyecto de investigacidn,
donde se unen tres linkers diferentes a las nanoparticulas mediante estrategias

ortogonales que permitiran, posteriormente, la conjugacion de distintas biomoléculas.

(i) Fmoc-spacer-COOH
DIC/OXYMA/DMF

(o]
AR
g NGl Q)
in

(ii)PG1-Lys (PG2)-OH
DIC/OXYMA/DMF

(iv) PG10or PG2

U 7

(vi) PG1 0or PG2

(vii) PG1-Lys (PG2)-OH
DIC/OXYMA/DMF

HN Q)

Fmoc-Lys(Dde)-OH

Glutaraldehido (viii) Z m Y

Hidracina

JEW

(ix) PG1 0or PG2

Z/Y = COOH, NH, SH, etc w0z m Y
o [4]

|Z| E = Fluoréforo, proteina,
farmaco

Esquema 2.10. Multifuncionalizacion. Estrategia general de la sintesis en fase sdlida aplicada a las

nanoparticulas.



Sintesis y Caracterizacién de las Nanoparticulas para su uso en aplicaciones bioldgicas

2.4. Discusion

En este capitulo, se ha hecho una breve descripcidn de los diferentes métodos para la
preparacién y caracterizaciéon de las nanoparticulas. Se ha llevado a cabo la sintesis y
caracterizacién de poblaciones monodispersas de las nanoparticulas reticuladas de
diferentes tamafios (desde 100 nm hasta 500 nm). Es importante destacar el hecho de
sintetizar nanoparticulas con consistencia entre lotes siendo esto de maxima relevancia

para su posterior y potencial traslacién del nanosistema.

Las distintas propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas, como el tamafio,
propiedades de la superficie, forma, composicidon y estabilidad son criticamente
relevantes para las interacciones fisioldgicas particulares que se establecen entre las
nanoparticulas y el medio bioldgico?!®. Estas interacciones fisioldgicas pueden
proporcionar beneficios en las aplicaciones médicas, incluyendo mejoras en la eficacia,
reduccidn de los efectos secundarios, prevencidn y tratamiento terapéutico?*°20. La
caracterizacién fisicoquimica de las nanoparticulas sintetizadas nos muestra que son de
poblaciones monodispersas y estables a lo largo del tiempo. Se ha demostrado que estas
nanoparticulas no afectan la viabilidad celular incluso cuando se lleva a cabo la
incubacién con concentraciones elevadas de nanoparticulas. Estudios preliminares de
analisis de la corona proteica formada en contacto con medios de cultivo muestras que
un componente mayoritario de dicha corona es la proteina BSA. Debera realizarse un
estudio mas detallado de dicho efecto empleando otras técnicas disponibles para
confirmar este resultado y poder disefiar futuras estrategias de recubrimiento para

evitar la formacion de la corona proteica.

Gracias a la estabilidad de las nanoparticulas de poliestireno en disolventes organicos,
proporcionada por su estructura reticulada, se pueden llevar a cabo facilmente
numerosas reacciones quimicas con estos materiales y se ha introducido brevemente la
aplicacién de protocolos de fase sdlida estandar para la multifuncionalacién de las

nanoparticulas basados en la ortogonalidad entre grupos protectores.
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Capitulo lll. Desarrollo de un método basado en espectrofotometria
para la cuantificacion de nanoparticulas por célula. Un parametro
clave para evaluar los ensayos celulares basados en nanoparticulas.

3.1. Cuantificacidon de nanoparticulas

En las Ultimas décadas, la nanotecnologia se ha convertido en una herramienta esencial
en el area biomédica y biotecnoldgica con un gran nimero de productos basados en
nanoparticulas que podemos encontrar en el mercado?*!. Las nanoparticulas hechas de
un amplio rango de materiales tanto organicos como inorgdanicos se han utilizado en
diferentes aplicaciones bioldgicas y médicas como el diagndstico, obtencién de
imagenes no invasivas y la liberacion de farmacos, por mencionar algunos?42=2>. Por lo
tanto, las nanoparticulas “ingenierizadas” (eNPs) han cobrado gran importancia en
varios campos incluyendo el de los farmacos dirigidos, sistemas de liberacién genética,
biosensores y tratamiento de cancer'81,183,184,187,190,192,246-249 "Fn particular, las eNPs de
poliestireno presentan un uso muy extendido como sistemas para aplicaciones in vitro

como separacién, marcaje y liberacién celulart’¢:2%0,

A medida que aumenta el nimero de eNP utilizadas, la pregunta sobre cudantas
nanoparticulas interactlan con las células y pueden ser internalizadas es cada vez mds
importante para cualquier aplicaciéon biomédica. Por un lado, la dosis administrada de
nanoparticulas a las células diana es un pardmetro clave en la evaluacién de su eficacia
para realizar la accién deseada (por ejemplo, liberar la sustancia terapéutica o inducir
un efecto especifico). Por otro lado, la evaluacién de las nanoparticulas intracelulares
también es crucial desde el punto de vista de la seguridad ya que las nanoparticulas

pueden entrar accidentalmente en contacto involuntario con el resto de células.

La comunidad cientifica estd de acuerdo en que el método de eleccién para la
cuantificacién de la internalizacidén de las nanoparticulas depende principalmente de la
investigacién en curso, los dispositivos analiticos disponibles, asi como el tipo de
nanoparticulas utilizadas. En los ultimos afios, han surgido diversas técnicas de
vanguardia que pueden cuantificar las nanoparticulas en funcién de sus caracteristicas
distintivas, por ejemplo, composicién quimica, propiedades dpticas o propiedades

magnéticas. En general, la cuantificacidon se describe como el acto de dar un valor
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numeérico a una medicion, incluido la calibracién de un sistema (método e instrumento)
y la formacidon de una escala de calibracién?>l. Desde el punto de vista de la quimica
analitica, el término cuantificacidon se puede explicar cémo el proceso de determinacién
de una cantidad de (un) analito (s), por ejemplo - especie quimica, presente en una
muestra. En biologia celular, la cuantificacion a menudo se describe con los atributos de
la medicion en si (por ejemplo, exactitud y precision), mientras que en la comunidad
médica y farmacéutica el término cuantificacién generalmente se correlaciona con el

proceso de adquisicién de un farmaco.

3.1.1. Requisitos necesarios para la cuantificacion celular de nanoparticulas

En primer lugar, la deteccién inequivoca de nanoparticulas en una célula es un requisito
previo para su posterior cuantificacion??. Pero al mismo tiempo, esta deteccion
constituye un reto debido al tamafio nanométrico de la particula y al hecho de que en
algunos casos solo un porcentaje pequeno de nanoparticulas puede estar asociado con
las células, rayando los limites de sensibilidad o resolucidn de algunas de las técnicas. Es
importante destacar que la deteccién de las nanoparticulas en el entorno
biolégicamente complejo es razonablemente necesaria para distinguir las particulas de
otras partes celulares de tamanos similares, como, por ejemplo, los ribosomas. Una vez
realizada la cuantificacion, los valores obtenidos se traducen en diferentes relaciones,
por ejemplo, masa de la NP, numero de NPs o superficie de la NP por volumen de
referencia que puede ser una poblacidn celular, nimero o unidad de volumen (um?3). En
este contexto, el resultado de una técnica cuantitativa depende de la calidad de los
parametros, entre otros, la exactitud, precision, sensibilidad y resoluciéon. Para empezar,
la exactitud de la medicidn de un dispositivo es el rango del sesgo estadistico y como de
cerca se esta del valor real, mientras que la precisién indica la reproducibilidad y la
repetitividad de la medicién. La precisién también refleja la heterogeneidad de un
objeto y puede estimarse de manera confiable mediante experimentos repetidos. Tanto
la sensibilidad como la resolucién, que definen la cantidad més pequefia y el objeto maés
pequeiio que se puede detectar, respectivamente, dependen en gran medida del
método utilizado. Estos parametros del método se manifiestan en la calidad general y
el rendimiento de las herramientas analiticas cuantitativas respectivas. Sin embargo,

también hay otros criterios que son importantes para la calidad de estas técnicas,
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incluida la validacion de la medicién con muestras estandar. Todos estos criterios estan
en concordancia con los requisitos de la FDA y la EMA para el desarrollo general y el
establecimiento de métodos bioanaliticos?*3 incluyendo una descripcién detallada de la

tecnologia analitica, analito diana (NP) y la muestra (tipo de célula).

En segundo lugar, otro requisito clave para la cuantificacién de nanoparticulas por célula
es reflejar la variabilidad bioldgica. Esto no solo se refiere a las diferencias obvias entre
los diversos tipos celulares existentes (por ejemplo, células vegetales frente a células de
mamiferos, células procariotas frente a eucariotas), sino también sobre las posibles
diferencias en la internalizacidén de las nanoparticulas en una poblacidn celular debido,
por ejemplo, a diferentes fases del ciclo celular. Se han observado grandes diferencias
en la internalizacién celular in vitro de nanoparticulas utilizando células del epitelio

254y |a vejiga urinaria humana?®>. Esta es la razén por la cual presentar

alveolar humano
un tamafio de muestra de células representativo como requisito previo es de suma

importancia para producir valores de medicidn exactos y precisos.

Finalmente, una cuantificacidon eficiente y confiable implica un muestreo imparcial, es
decir, puntos de medicidn elegidos al azar en la muestra, lo que significa que cualquier

objeto en la poblacién debe tener las mismas posibilidades de ser medido.

3.1.2. Técnicas de cuantificacion de nanoparticulas

Son varias las técnicas analiticas que pueden utilizarse pero principalmente incluyen
métodos espectroscépicos y de imagen. Las técnicas espectroscopicas basadas en
plasma de acoplamiento inductivo (ICP, del inglés “inductively coupled plasma”),
acoplado a la espectrometria de emisidn dptica (ICP-OES, del inglés “optical emission
spectrometry”))*® para medida de la radiacién emitida, asi como la espectrometria de
masas (ICP-MS, del inglés “mass spectrometry”))'’> para la medida de las relaciones
masa/carga de los iones producidos, puede proporcionar una composicidon elemental
cuantitativa y aplicarse a una amplia gama de nanoparticulas metalicas o puntos

cuanticos®’.

La principal ventaja de estas técnicas es que presenta un rango de
deteccién muy sensible. Sin embargo, estos métodos no permiten la determinacién de
la masa de la nanoparticula en una sola célula, generalmente se refieren a una poblacién

celular, por lo que no se aconsejan para ensayos de cultivo celular?®®.
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Las técnicas cuantitativas basadas en la fluorescencia proporcionan métodos altamente
sensibles ya que solo se pueden detectar uno o varios fluorocromos de forma individual.
Estas técnicas requieren una sefal de fluorescencia de las nanoparticulas como parte de

259 o mediante el

las propiedades de las nanoparticulas como los puntos cuanticos
marcaje de las mismas?®0, Estos tipos de nanoparticulas se pueden detectar y cuantificar
mediante espectroscopia de fluorescencia, citometria de flujo o técnicas de obtencién
deimdagenes de fluorescencia. Sin embargo, los limites de resolucién de algunos de estos
métodos como la citometria de flujo no permiten detectar nanoparticulas individuales.
Aqui, la carga de nanoparticula por célula se expresa normalmente como un marcador

indirecto como el niumero de los eventos o la intensidad de la sefial asociada con la

nanoparticula y esto también depende en gran medida de la resolucién del detector.

En la citometria de flujo, las células individuales pasan un flujo constante en frente de
una unidad de deteccidn laser que recoge las sefiales fluorescentes de una sola célula
en los detectores apropiados. La sefial fluorescente integrada de las células individuales
se mide por la dispersion lateral y se interpreta como nanoparticulas que contienen
células o células libres de nanoparticulas. Es un método rdpido para obtener la cantidad
relativa de células cargadas y/o asociadas con nanoparticulas marcadas

fluorescentemente (o que poseen propiedades fluorescentes)?60.261,

En microscopia de fluorescencia, la cuantificacién de los eventos se hace en base a
imagenes digitales. Los eventos se pueden contar manualmente o mediante un analisis
automatizado in silico siguiendo un proceso de segmentacion de imdgenes. Sin
embargo, es necesario garantizar la distincién entre las nanoparticulas y el material
bioldgico, lo que significa que la sefial derivada de la nanoparticula debe exceder el ruido
inducido por autofluorescencia. Los métodos de cuantificacién fluorescente no tienen
en cuenta posibles blanqueamientos o atenuaciéon de la sefal fluorescente a
concentraciones locales altas del fluorocromo y son facilmente propensos a los
artefactos que conducen a la cuantificacién incorrecta. La caracteristica comuin de todos
los métodos basados en fluorescencia es el hecho de que la seiial de fluorescencia no es
absoluta porque la intensidad de la sefial depende de la fuente de excitacién, el nUmero
de fluoréforos por nanoparticula, el rendimiento cuantico del fluoréforo o de la propia

nanoparticula y la sensibilidad del detector. Por lo tanto, las sefiales se comparan con
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una muestra de control y se dan como valores relativos, es decir, resultados
semicuantitativos. Por lo tanto, los métodos de fluorescencia no indican la masa ni el

numero de nanoparticula, pero permiten la comparacién entre diferentes condiciones.

También se puede realizar la cuantificacion de nanoparticulas mediante técnicas de
microscopia electrénica como SEM o TEM, obteniéndose informacidon sobre el nimero
de nanoparticulas por célula, o bien, sobre la superficie de las nanoparticulas que puede
ser importante para explicar las interacciones de las nanoparticulas con el medio

bioldgico.

Por lo tanto, para correlacionar las eNPs con las respuestas bioldgicas sdlidas y
asegurarnos la reproductibilidad y significancia de los resultados es crucial un método
preciso y fiable para cuantificar el nimero de nanoparticulas utilizadas por ensayo. Sin
embargo, en numerosos ensayos celulares con nanoparticulas los pardmetros que se
utilizan normalmente son el nimero de células sembradas y el volumen (microlitros) de
la suspensién de nanoparticulas con un contenido sélido estimado (% p/v). Dado que
este ensayo se adapta bien al modelo de colision de particulas?®?, la mejor manera de
describir el protocolo utilizado en el mismo seria proporcionar el nimero de
nanoparticulas frente al nimero de células. Un parametro de este tipo permite evaluar

la actuacion de las eNPs en diferentes lineas celulares.

La manera usual de determinar el nimero de nanoparticulas por microlitro de
suspension se basa en la aplicacién de una ecuacién donde los valores del contenido
sélido y el tamafio son absolutamente necesarios (Ecuacién 1). Sin embargo, la
preparacién de eNPs requiere numerosos pasos de centrifugacién con la consecuente
pérdida de eNPs provocando una reduccién inevitable del contenido sélido en cada uno
de los pasos. Por lo tanto, este método se aplicaria al final de cada paso al permitir la
cuantificacién del nUmero de nanoparticulas por microlitro de suspension, en lugar de
referirse al contenido sélido calculado inicialmente (Figura 3.1). Esto es aun mas
relevante en la sintesis por pasos de las eNPs y en los estudios de high-throughput, ya
qgue se realiza generalmente a pequefia escala, siendo impracticable la medida del
contenido sélido. Consecuentemente, la pérdida de eNPs se traduce en una

concentracion desconocida de eNPs lo cual es un gran inconveniente en el desarrollo y
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entendimiento de numerosos experimentos y es una cuestion muy importante para

obtener resultados reproducibles en diferentes laboratorios y en diferentes ensayos.

6 x 10*%x Contenido S6lido (%)X Psuspension

3
nxpparticulas xd

N° NPs/mL =

Dénde:
Contenido Sélido = % en peso (g por 100 mL)

_ 100 x Pparticulas
Contenido Sélido (%) x (1 ~ Pparticulas ) + (100 — pparticutas )

psuspensi()n

Pparticulas = 1g/dm3, para las particulas de poliestireno
Ecuacion 1. Célculo del nimero total de nanoparticulas por microlitro de suspension.

Nuestro grupo de investigacion ha desarrollado un método préctico para estimar el
numero de nanoparticulas de poliestireno por microlitro mediante la dispersidon de la
luz dptica utilizando espectrofotdmetros convencionales y volUmenes pequeiios. Este
nuevo método estd inspirado en el método nefelométrico comun usado para estimar el
numero de bacterias en suspension. Este método nos permite utilizar el nimero de eNPs

afadidas por célula como un pardmetro para ensayos celulares.

Escala pequefia,1 mL

Muiltiples pasos de manipulacion

inevitable pérdida de NPs
(Contenijdo sélido)

Debido a las pequefias
cantidades preparadas, el

contenido sélido no se puede
volver a medir

)

Figura 3.1. Representacidon esquematica de la pérdida de contenido sélido durante la funcionalizacién de

las nanoparticulas.
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3.2. Resultados

3.2.1. Desarrollo de un método espectrofotométrico para cuantificar
nanoparticulas.

Hasta ahora, el nimero de nanoparticulas sélo se ha tenido en cuenta en los
experimentos de fagocitosis donde era importante conocer el nimero de nanoparticulas
fagocitadas por célula?3264. Sin embargo, la necesidad de obtener unos resultados de
internalizacién celular reproducibles utilizando eNPs sometidas a numerosos pasos para
conjugarles diferentes grupos quimicos y bioldgicos nos hizo desarrollar un método de
aproximacién para calcular el nimero de nanoparticulas por microlitro. Basado en el
principio nefelométrico, desarrollamos un método practico para medir la turbidez de
una suspension de nanoparticulas de poliestireno a una densidad éptica de 600 nm de
longitud de onda (ODgqg, del inglés “optical density”), seglin el método nefelométrico
para contar bacterias. La luz que atraviesa la suspensidén de nanoparticulas se dispersa
por los fendmenos de refraccidon, difraccion y reflexién y la intensidad de la luz
dispersada, que es proporcional al nimero de nanoparticulas en la suspension?®>, puede

ser recogida por los espectrofotdmetros convencionales (Figura 3.2).

Cultivo bacterias Pasos para la preparacién de eNP
_'ki" . "L|-vwﬁ“ LT"\ |
Turbidez vy f |
Numero bacterias Numero NP por volumen

Fuente de luz Medidor de luz

——

Valor
ODggo

Particulas dispersanla
luzen la cubsta

Figura 3.2. Desarrollo del método espectrofotométrico basado en el método nefelométrico.
3.2.1.1. Sintesis y funcionalizacién de las nanoparticulas

El desarrollo del método espectrofotométrico requirid la sintesis de tres suspensiones
de nanoparticulas con tamafos diferentes. La sintesis de las nanoparticulas de
poliestireno amino funcionalizadas y reticuladas se realizé siguiendo el protocolo de

polimerizacion por dispersidn para obtener una poblacién de nanoparticulas de 460 nm
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de tamafiio (2.1.) (Capitulo 2, apartado 2.2.2.) vy el protocolo de polimerizacién por
emulsién libre de emulsionante para la obtencién de nanoparticulas de 100 (2.3) y 200
nm (2.4) (capitulo 2, apartado 2.2.3.). Las tres suspensiones de nanoparticulas fueron
monodispersas, con un contenido sélido del 2% cada una. Se calculé el nUmero de
nanoparticulas por microlitro mediante la ecuacién 1 y se obtuvieron valores que se
correspondieron con 3,92 x 108 NP/uL para las NPs 2.1y 3,82 x 10%°y 4,77 x 10° NP/uL

paralas NPs 2.3y 2.4, respectivamente.

La aplicacién del método se demostré utilizando las nanoparticulas amino metiladas 2.4
funcionalizadas con el fluoréforo cianina 5-NHS (Cy5) (3.3 A) y el fluordforo fluoresceina
(CBF) (3.4 A). Con este propdsito, se llevaron a cabo una serie de acoplamientos como
la conjugacién con el espaciador Fmoc-PEG-OH (XV), que se sintetizé previamente como
se detalla en el esquema 3.1a, obteniéndose el conjugado 3.1 A, seguido de la
desproteccién del grupo protector Fmoc (3.2 A) (Esquema 3.1b)) utilizando protocolos

estandar de fase sélida de Fmoc partiendo de las nanoparticulas de 200 nm 2.4.

(0]
) N g H H
XV

X XIV
H H 0 H o
b) W) N o N N
HQN/\O —~  Fmoc” \/f\/ \>3/\/ H/\O = Fmoc” \PEGXH/\O
2.4= 200 nm 31.A
2.1=460 1M
2.2 =440 nm J i
o o
H (iii) HoN )k
cys. N___ = 2 NpEG- N
10 o
3.2A=200nm
Cy5-PEG-NPs 3.2 B= 460 Nm
3.3A=200nm 32 ¢ = 440 1M
3.3 B=460 "M ) .
3.3C=440nm

I
y o)
CBF\gN\PEGJkH/\O

CBF-PEG-NPs
3.4.A
Esquema 3.1. a) Sintesis del espaciador Fmoc-PEG-OH; b) Conjugacidn de los fluoréforos Cy5 y CBF a las

nanoparticulas PEGiladas (3.1) y desprotegidas (3.2). Reactivos y condiciones: a) (i) acetonitrilo, t.a., 3h;

(ii) Fmoc-Osu, acetonitrilo, DIPEA, t.a., 12h, 65% total. b) (i) PEG (15 eq), Oxima (15 eq), DIC (15 eq),
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DMF, 60 2C, 2h; (ii) 20% piperidina en DMF; (iii) Cy5-NHS (1 eq), DIPEA (0,1 eq), DMF, 25, 1400rpm, 15h;
(iii) CBF (15 eq), Oxima (15 eq), DIC (15eq), DMF 602 C, 2 h.

3.2.1.1.1. Caracterizacion de las nanoparticulas

La distribucion del tamafio de las nanoparticulas Cy5-PEG-NP (3.3.A) y CBF-PEG-NP
(3.4.A) fue determinado cuantitativamente por DLS, obteniéndose un diametro
hidrodindmico de 221 nm con un PDI de 0,008 para las Cy5-PEG-NP (3.3.A) y de 221,5
nm con un PDI de 0,021 para las CBF-PEG-NP (3.4.A), demostrando que las
nanoparticulas son monodispersas. El potencial zeta fue -23,9 mV y x mV,
respectivamente, valores que se corresponden con una suspensién estable, ademas el
cambio del valor del potencial zeta de +32,3 a-23,9 mV proporciona la primera evidencia

de la unién de los fluoréforos Cy5 y CBF (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Caracterizacidon de las nanoparticulas mediante DLS.

NPs Media Diametro (nm) PDI Potencial zeta (mV)
Amino-metil NP (2.1) 222,1+0,3 0,002 32,310,2
Conjugaciéon Fmoc-PEG (3.1.A) 220,9+1,14 0,015 -38,9+0,62
Fmoc desproteccion (3.2.A) 221,8+0,7 0,017 -31,4+0,3
Cy5-PEG-NP (3.3.A) 221,9+0,8 0,008 -239+0,7
CBF-PEG-NP (3.4.A) 221,51 0,021 -25,8+0,6

La conjugacién de los fluoréforos Cy5 y CBF también fue validada mediante citometria
de flujo (Figura 3.3 a y c) y microscopia confocal (Figura 3.3 b y d). Los diagramas de
puntos representativos de la citometria de flujo de la Figura 3.3 muestran en la parte
derecha del diagrama la poblacién de nanoparticulas conjugadas a los fluoréforos (color
rojo para el fluoréforo Cy5 y color verde para CBF) con respecto a la poblacién de
nanoparticulas PEGiladas (3.2.A), denominadas “naked” (color azul). Las imdgenes de
microscopia confocal muestran la poblacién de nanoparticulas conjugadas a los

fluoréforos en los canales Cy5 y FITC cor respecto a las nanoparticulas naked.
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Figura 3.3. Caracterizacidn de la fluorescencia de las Cy5-PEG-NP (3.3.A) y CBF-PEG-NP (3.4.A). a) Grafico
de puntos superpuestos representativo de citometria de flujo de las NPs PEGiladas 3.2.A (“naked”) (azul)
y las Cy5-PEG-NP 3.3 A (rojo). b) Microscopia de fluorescencia confocal de las NPs naked (3.2.A) y las Cy5-
PEG-NP (3.3.A). c) Grafico de puntos de las NPs PEGiladas 3.2.A (“naked”) (azul) y las CBF-PEG-NP 3.4 A
(verde). d) Microscopia de fluorescencia confocal de las NP naked (3.2.A) y las CBF-PEG-NP (3.4.A). SSC,

dispersion lateral. DIC. Barra de escala, 10 pm.
3.2.1.2. Elaboracion de las curvas de calibracion

Para comprobar la viabilidad de este método, se utilizaron las tres suspensiones de
nanoparticulas (2.1, 2.3 y 2.4), sintetizadas en el capitulo anterior, como suspensiones
madre. Se prepararon 26 diluciones de cada suspensiéon madre y se midié en paralelo la
densidad dptica a 600 nm de cada una de las diluciones con dos espectrofotémetros
diferentes con distintos espesores: a) uno convencional con cubetas de 1 cm de espesor
(Eppendorf BioPhotometer) y, b) con 1mm de espesor (NanoDrop ND-1000
espectrofotometro, Thermo Fisher Scientific). Los valores de la ODgy frente a las

concentraciones de nanoparticula (NP/pL) se representaron en graficos de dispersion y
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se analizaron para cada tamafio de nanoparticula y cada espectrofotdmetro. Todos los
diagramas de dispersién obtenidos a partir de cada tipo de nanoparticula con los dos
espectrofotdmetros se ajustaron con modelos de regresion lineal (r? = 0,99). Las lineas
ajustadas obtenidas con los dos espectrofotémetros distintos para cada tamaio de
nanoparticula dieron pendientes iguales, siendo el rango dindmico la Unica diferencia
detectada, aunque, como se esperaba, las pendientes fueron diferentes para los tres
tipos de nanoparticulas (Figura 3.4, a, b y c¢). Tras la calibracién se trazaron las curvas y
se pudo determinar el nUmero de nanoparticulas por microlitro correspondiente a una
unidad de ODggg para cada tamafio de nanoparticula (Tabla 3.2). Las nanoparticulas mas
pequeiias presentan mayor nimero de nanoparticulas por microlitro correspondientes
a una ODggo. Se esperaban estas diferencias ya que las nanoparticulas mas grandes

dispersan mas luz que las mas pequefias.
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Figura 3.3. Representacion de las mediciones de la ODeoo frente al nimero de NP/uL. Los datos fueron
analizados por el software GraphPad de acuerdo con una ecuacion lineal de regresién lineal. a) Curva de
calibracién de NP de 100 nm (2.3). b) Curva de calibracion de NP de 200 nm (2.4). c) Curva de calibracion
de NP de 460 nm (2.1). El valor de 1 ODsoo, la ecuacidn de linea y el factor de correlacidn (r2) se indican

para cada tamafio de NP. Se midieron nueve repeticiones por concentracion de NP.
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Tabla 3.2. NiUmero de NP por microlitro correspondiente a una unidad de ODggo.

Numero de NPs por microlitro correspondientes
auna unidad de ODg,, (media + DS)

2.1(460nm)  4x 10°NPs/uL+ 1,44 x 10°

2.4(200nm)  1,55x 10® NPs/pL+1,15x 10°

2.3(100nm) 6,17 x 10° NPs/pL + 2,35 x 10’

Tamafio NPs

Tras el desarrollo del método espectrofotométrico, éste se utilizd para el calculo del
numero de nanoparticulas sintetizadas en otros lotes, pasando a ser un método
rutinario en nuestro laboratorio para la caracterizacion de las nanoparticulas
sintetizadas. En la Figura 3.4. se representan las curvas de calibracién de varias
nanoparticulas de diferente tamafio sintetizadas en el laboratorio como ejemplo
representativo. Y la Tabla 3.3 muestra el nUmero de nanoparticulas por microlitro

correspondiente a una unidad de ODggg para cada tamafio de nanoparticula.
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Figura 3.4. Representacidn de las mediciones de la ODeoo frente al nimero de NP/pL. Los datos fueron
analizados por el software GraphPad de acuerdo con una ecuacion lineal de regresion lineal. a) Curva de

calibracién de NP de 130 nm. b) Curva de calibracion de NP de 380 nm. c) Curva de calibracién de NP de
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440 nm (2.4). El valor de 1 ODsoo, la ecuacién de linea y el factor de correlacién (r2) se indican para cada

tamafio de NP. Se midieron tres repeticiones por concentracion de NP.

Numero de NPs por microlitro correspondientes
a una unidad de ODg,, (media * DS)
460nm (2.2)  1,8x 108 NPs/pL +7,5x 10°
380nm 6,60 x 10° NPs/pL + 3,03 x 10
130 nm 1,49 x 10" NPs/pL +1,3x 10°

Tamafio NPs

Tabla 3.3. Numero de NP por microlitro correspondiente a una unidad de ODeoo.
3.2.1.3. Aplicacion del método espectrofotométrico

Este método sencillo para preparar curvas estandar utilizando los lotes iniciales de
suspensiones de nanoparticulas nos permite estimar, utilizando 1 microlitro de
suspension, el nUmero de nanoparticulas en los lotes finales, tras los multiples procesos
de manipulacién. Para demostrar la aplicabilidad de este método, se usé un mililitro de
las nanoparticulas 2.4 que contenian 4,83 x 10° NP/uL para producir Cy5-PEG-NP (3.3 A).
Esto requiere tres reacciones quimicas y multiples lavados consistentes en ciclos de
centrifugacién y dispersion (Figura 3.4 a). Después de cada reaccién quimica, la
suspension de eNPs fue analizada por espectrofotometria y los valores de ODggg
recogidos por triplicado. Se calculd el nimero de nanoparticulas aplicando la férmula
nueva presentada anteriormente para las nanoparticulas de 200 nm (2.4) (Figura 3.4 b).
Como era de esperar, estos datos mostraban que después de cada reaccién quimica con
sus correspondientes lavados habia siempre pérdida de nanoparticulas, disminuyendo
el nimero inicial de nanoparticulas de 4,83 x 10° NP/uL a 3,86 x 10° Cy5-PEG-NP (3.3
A)/uL al final del proceso (Figura 3.4 c). La reduccién significativa en el nimero de
nanoparticulas (21% de disminucién relativa con respecto a la concentracion original)
confirma que la cuantificacién de las mismas es necesaria después de cada
procedimiento potencialmente perturbador y, por lo tanto, la aplicacién de un modelo

sencillo para determinar el nUmero de nanoparticulas, como el que aqui mostramos.
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