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Resumen: Nanotransportadores basados en silice mesoporosa
para tratamiento antitumoral

Esta tesis doctoral se centra en el disefio, sintesis y caracterizacién de nanosistemas
para el tratamiento del cancer basados en la utilizacién de nanoparticulas mesoporosas de
silice (MSNs). La quimioterapia tradicional carece de selectividad hacia las masas tumorales,
por lo que los farmacos anticancerigenos causan graves efectos secundarios en los pacientes.
Ademads, la alta toxicidad de estos farmacos limita la dosis y merma la eficacia de los
tratamientos. La aplicacién de nanomateriales en oncologia puede mejorar la accion de los
agentes de quimioterapia tradicionales en términos de biodisponibilidad, especificidad y
seguridad, gracias a su tamafio nanométrico. El objetivo de la presente tesis doctoral ha sido
desarrollar nuevos dispositivos para la administracion controlada de farmacos (ACF) que
mitiguen los efectos adversos de las terapias sistémicas con citotdxicos. Para ello es necesario
liberar la carga antitumoral de manera muy localizada. Esto se consigue mediante la
acumulacidn de los nanotransportadores en la zona tumoral. De esta manera se alcanzan altas
concentraciones de farmaco solo en el tejido diana, lo que resulta en una menor toxicidad para
el paciente y por tanto una disminucién en los efectos secundarios de la terapia. Las MSNs
muestran excelentes propiedades para transportar farmacos antitumorales debido a su alta
area superficial y volumen de poro, actuando asi como reservorio de citotéxicos hasta la
acumulacion de las MSNs en el tejido diana. En esta tesis doctoral, se han estudiado diferentes
aproximaciones para la ACF como son: la liberacidn asistida por campos magnéticos alternos,
la generacién de agentes citotdxicos in situ y la obtencién de nanocapsulas de polidopamina;
esta ultima utilizando nanoparticulas mesoporosas de silice como plantilla.

Para la obtencidon de dispositivos de liberacién de farmacos sensibles a campos
magnéticos alternos (CMA), se encapsularon nanoparticulas de y-Fe,0s;/Fe;0, en matrices
mesoporosas de silice obteniendo nanoparticulas magnéticas de silice mesoporosa (MMSNSs).
Para retener farmacos en el interior de la matriz de silice, las MMSNSs se recubrieron con
diferentes co-polimeros termosensibles formados mediante combinaciones de los monémeros
N-isopropilacrilamida, N-hidroximetilacrilamida, N,N-metilenbisacrilamida y polietilenimina
(NIPAM,NHMA,MBA,PEI). Estos polimeros sintetizados experimentan una transicién lineal-
globular a temperaturas entre los 37 2C y los 42 °C. El cambio conformacional de la capa
polimérica puede controlar el proceso de liberacion de las especies alojadas en el interior de la
silice, permitiendo o impidiendo su liberacion. El campo magnético alterno fue escogido como
estimulo para liberar la carga citotdxica ya que es altamente penetrante en los tejidos, no es
invasivo y es capaz de inducir un calentamiento en ciertas nanoparticulas magnéticas. Este
calentamiento induce un cambio conformacional en la capa polimérica instalada en la
superficie, liberando la carga citotéxica alojada en el interior de los nanotransportadores.

En una primera aproximacion la cobertura polimérica se disefié con un doble
propdsito; por un lado actuar como barrera de difusidon sensible a la temperatura capaz de
retener la carga de moléculas pequefias atrapadas en el interior de la red porosa de silice, y
por el otro conferir la capacidad de retener proteinas en su capa polimérica a través de
interacciones electrostdticas y enlaces de hidrégeno. Mediante técnicas de caracterizacion
como la magnetometria de muestra vibrante (VSM), porosimetria de absorcién de nitrégeno,
microscopia electrdnica de transmisién (TEM) y espectroscopia infrarroja de transformada de
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Fourier (FTIR) entre otras, se determind que estos nanotransportadores contenian un 47 % en
peso de material magnético, un tamafio en torno a 60 nm y una cobertura polimérica en
superficie, lo que junto a la alta porosidad y superficie caracteristicas de MSNs, los hace
apropiados como sistemas de ACF. Se observé que el sistema era capaz de liberar dos especies
de naturaleza muy diversa (moléculas pequefias y proteinas) en respuesta al campo
magnético. Sin embargo, dada la naturaleza compleja del recubrimiento polimérico no fue
posible controlar la temperatura de transicién de forma precisa, lo que compromete su
potencial aplicacion en medicina.

Con la finalidad de obtener una temperatura de transicidon precisa, se sintetizd una
bateria de co-polimeros lineales con diferentes proporciones de NIPAM/NHMA donde se
concluyé que la relacion 90:10 de NIPAM/NHMA establecia la temperatura de transicién en los
42 - 43 °C. Mediante espectroscopia de fluorescencia se comprobd la temperatura de
transicién del polimero por la liberacion de moléculas modelo desde el interior de la matriz
porosa a diferentes temperaturas. Ademas, se analizaron los parametros de aplicaciéon del
campo magnético alterno a diferentes frecuencias y amplitudes de campo con el equipo de
hipertermia magnética DM100 system (nanoScale Biomagnetics) con el fin de encontrar las
condiciones Optimas para un calentamiento eficaz. Con el objeto de demostrar que este
nanotransportador es capaz de liberar su carga sin la necesidad de aumentar la temperatura
global de la muestra (el llamado “efecto de puntos calientes” o hot spot effect), se realizaron
experimentos de liberacién manteniendo la temperatura global de la muestra a 37 C durante
la aplicacién de un campo magnético alterno. Los resultados confirmaron que éste
nanodispositivo produce suficiente temperatura local para producir la transicién del polimero
y la liberacién de la carga sin la necesidad de aumentar la temperatura global del medio en el
que se encuentra. Este hecho implica que el nanotransportador posee la capacidad de
funcionar a pesar de la rdpida disipacion de calor que se produce en tejidos vivos por medio
del torrente sanguineo, demostrando por tanto su aplicabilidad.

El proceso de liberacién mediante calentamiento inducido por CMA puede activarse o
inhibirse en funciéon de la densidad de recubrimiento de polimero en la superficie de las
nanoparticulas. La insercion de mondmeros entrecruzantes resulté clave para liberar la carga
al alcanzar una temperatura por encima de la temperatura de transicion. En contraposicion, se
observé que con una estructura polimérica lineal y de menor densidad el perfil de liberacién
era el opuesto, reteniendo la carga en el interior de los poros cuando el dispositivo se
encuentra por encima de la temperatura de transicién de la corteza polimérica.

El uso de recubrimientos poliméricos que actien como barreras de difusidon no asegura
la retencidn total de las especies alojadas-en el interior de la matriz porosa. Es habitual que un
pequefio porcentaje de las mismas (entre un 10-20%) se libere de forma prematura antes de
alcanzar el tejido diana. Este hecho puede plantear problemas de toxicidad sistémica en el
caso del transporte de moléculas altamente citotdxicas El segundo objetivo de esta tesis
doctoral abordd por tanto, la fabricacion de nanodispositivos capaces de generar in situ las
especies citotdxicas en lugar de transportarlas en su forma activa. Para evitar estos riesgos
asociados a la liberacién prematura de agentes antitumorales, es posible utilizar terapias
mediante la administracion de profarmacos. Los profarmacos son especies inocuas para el
organismo las cuales son transformadas en agentes terapéuticos mediante enzimas o
condiciones especificas. Por tanto, se disefié un nanotransportador capaz de retener un
profarmaco en la matriz de silice, liberandolo de forma sostenida y que incorporaba en su
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superficie externa la enzima encargada de su activacién. De esta forma, una vez internalizado
el nanotransportador en la célula tumoral, la liberacidn sostenida del profarmaco y su
posterior activacién por parte de la enzima generaria suficientes compuestos citotéxicos en el
espacio confinado intracelular para causar la destruccién de la célula.

En esta tesis doctoral se ha empleado el profarmaco acido 3-indolacético (1AA) y la
enzima exdgena peroxidasa de rabano (HRP). Para evitar la degradacion de la enzima, se
recubrié la HRP con una capsula polimérica permeable que permite su accién catalitica. Esta
capsula protege la HRP frente a agentes agresivos externos, tales como agentes oxidantes,
cambios bruscos de pH o proteasas, que podrian desnaturalizarla. El proceso de encapsulacion
se realizé mediante la introduccidn previa de grupos polimerizables en la HRP (grupos acroilo)
y posterior polimerizacién radicalica empleando diferentes composiciones de mondmeros de
tipo acrilamida y metacrilato. La enzima encapsulada se caracterizd por medio de dispersién
de luz dindmica (DLS), potencial Ty espectroscopia de masas (MALDI-TOF). Por otra parte, las
MSNs se obtuvieron con grupos amino en la superficie para una doble funcion; retener el acido
3-indolacético en su interior mediante interacciones electrostaticas, y servir de grupos de
anclaje de las capsulas de HRP. La liberacion de la carga de profarmaco se siguid mediante
cromatografia de alta eficacia en fase liquida (HPLC). Finalmente, la eficacia antitumoral del
dispositivo completo MSN-HRPc fue evaluada frente a dos tipos de lineas celulares humanas,
neuroblastoma (NB1691-luc) y leucemia (NALM6), demostrando la capacidad antitumoral del
nanodispositivo.

Como tercer objetivo de esta tesis doctoral, se planted la fabricacion de capsulas
poliméricas mediante el uso de MSNs como plantilla para encapsular agentes antitumorales. Si
bien la utilizacién de MSNs plantea ventajas como el control del proceso de liberacidon de
farmacos o la elevada robustez quimica de la silice, también presenta inconvenientes. Como
consecuencia de su elevada rigidez, las MSNs experimentan una escasa penetracién en los
tejidos tumorales y una mayor tasa de eliminacién por parte del sistema inmune. Sin embargo,
los nanotransportadores de naturaleza “blanda” o “flexible” como liposomas, polimeros en
forma de nanoparticulas o capsulas, dificultan la fagocitosis al modificar su forma durante el
proceso de absorcién. Para la fabricacién de capsulas poliméricas, uno de los métodos mas
usados implica la utilizacion de nanoparticulas de silice como plantilla. En este proceso, el
nucleo de silice se recubre de una capa polimérica, seguido de la eliminacién de la silice para
dar lugar a las capsulas flexibles.

Dentro de los polimeros utilizados para la formacién de capsulas, la polidopamina
(PDA) presenta propiedades muy interesantes debido a su biocompatibilidad y facilidad de
funcionalizacién. La PDA es capaz de depositarse en casi cualquier tipo de superficie, permite
el anclaje de biomoléculas y presenta una alta biocompatibilidad. Para la preparacion de
capsulas de PDA, se emplearon MSNs como plantilla para llevar a cabo el recubrimiento
polimérico sobre su superficie. El proceso de eliminacion de la silice se realizd siguiendo una
nueva ruta, simple, directa y limpia. La ausencia de compuestos quimicos agresivos en el
proceso de disolucién de la silice hizo posible la encapsulacidon simultdanea de doxorubicina y
nanoparticulas Fes0, en el interior de las nanocapsulas y su aplicaciéon como sistema de
liberacion controlada de farmacos. Esto supone una ventaja sobre otras rutas anteriores
basadas en el uso de nanoparticulas de silice, las cuales requieren agentes agresivos como HF
para la disolucion de SiO,. La ruta desarrollada en este trabajo, implica el uso de MSNs como
soporte para la polimerizacion de dopamina en superficie y posterior eliminacion de la silice
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mediante la simple dispersién en agua. Se llevaron a cabo estudios de liberacion por
fluorescencia de doxorubicina a diferentes pHs, y viabilidad celular mediante citometria de
flujo. La caracterizacién se llevd a cabo mediante técnicas como microscopia de fluorescencia y
TEM en modo barrido (STEM) para la realizacion de lineas de escaneado y mapeo elemental
por rayos X, entre las ya mencionadas anteriormente (porosimetria, DLS, FTIR, etc.).

Las conclusiones mas relevantes extraidas del trabajo llevado a cabo en esta tesis
doctoral se detallan a continuacion:

1) En esta tesis doctoral se ha conseguido desarrollar diferentes nanotransportadores
mediante aproximaciones como el uso de campos magnéticos alternos como disparador de la
liberacion, la generacion in situ de las especies citotdxicas mediante profarmacos, y la
encapsulacién de agentes terapéuticos en nanotransportadores de naturaleza blanda. Estos
nanotransportadores son capaces de liberar o generar una carga citotdxica, demostrando su
potencial aplicacidon administracion controlada de farmacos.

2) Se demostrd la capacidad de las nanoparticulas de y-Fe,03/Fes0, presentes en el
interior de la matriz de silice para elevar la temperatura local y provocar la transicion
hidrofilico/hidrofébico del polimero termosensible a la temperatura escogida.

3) Los perfiles de liberacion de la carga desde el interior de las MMSNs estan controlados
por la naturaleza y densidad de la cobertura polimérica formada. La fabricacién de
recubrimientos poliméricos termosensibles mas densos (entrecruzados) permiten la liberacion
de la carga cuando se alcanzan temperaturas por encima de la LCST del polimero. Sin embargo,
con recubrimientos de menor densidad (polimeros lineales) se obtiene el comportamiento
contrario.

4) Se fabricdé un nuevo nanodispositivo capaz de transportar un profarmaco inocuo y la
enzima responsable de su conversidon en compuestos citotéxicos. Este nanotransportador es
internalizado por las células tumorales y una vez alli, genera suficiente cantidad de especies
citotdxicas para destruir las células cancerosas.

5) Se desarrolld una nueva aproximacion sintética para la formacidon de cdpsulas de PDA
mediante el uso de MSNs como plantilla. La eliminacién de la silice puede llevarse a cabo
mediante su dispersion en agua gracias a las especies formadas en el proceso de
polimerizacidn de la dopamina. La capacidad de alojar doxorubicina y nanoparticulas de Fes;0,
en el interior de la carcasa polimérica de PDA fue comprobada, asi como su capacidad de
liberacién del farmaco controlada por pH.
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Summary: Mesoporous silica based nanocarriers for cancer
treatment

This dissertation focuses on the design, synthesis and characterization of nanosystems
for the cancer treatment based on the use of mesoporous silica nanoparticles (MSNs).
Traditional chemotherapy has no selectivity toward tumor masses, therefore the administered
anticancer drugs cause serious side effects in patients. In addition, the high toxicity of these
drugs restricts the dosage and diminishes the effectiveness of the treatments. Application of
nanomaterials in oncology can enhance the action of traditional chemotherapy agents in terms
of bioavailability, specificity and security, thanks to their nanometer size. The aim of this thesis
was to develop new drug delivery systems (DDS) that mitigate the adverse effects of systemic
cytotoxic therapies. In order to accomplish this goal, it is necessary to release the antitumoral
payload in a controlled manner. This is achieved through the accumulation of the nanocarriers
in the tumor area. In this way, high concentrations of drugs are released only in the target
tissue, which results in a lower toxicity to the patient and therefore a decrease in side effects
of the therapy. The MSNs show excellent properties for transporting antitumor drugs due to
their high surface area and pore volume, thus acting as a reservoir of cytotoxic compounds
until the accumulation of the MSNs in the target tissue. In this thesis, different approaches to
DDS have been studied: drug release assisted by alternating magnetic fields, the in-situ
generation of cytotoxic agents and polidopamine nanocapsules formation; the latter using
mesoporous silica nanoparticles as a template.

The magnetic sensitive DDS were obtained by the encapsulation of y-Fe,0; / Fes;0,
nanoparticles in mesoporous silica matrices, termed as magnetic mesoporous silica
nanoparticles (MMSNSs). To retain drugs inside the silica matrix, the MMSNs were coated with
different thermosensitive copolymers, formed by combinations of monomers
N-isopropylacrilamide and N-hydroximethylacrilamide, N,N-methylenebisacrylamide and
polyethylenimine (NIPAM/NHMA/MBA/PEI). These polymers undergo a lineal-to-globular
transition between 37 ° C and 42 ° C. The conformational change of the polymer layer can
control the release process of the housed species in the interior of the silica matrix, allowing or
preventing its release. The alternating magnetic field was chosen as stimulus to release the
cytotoxic payload since it is highly penetrating in tissues, not invasive and capable of inducing
local warming by certain magnetic nanoparticles. The temperature increase induces a
conformational change in the polymer coating, allowing the releasing of cytotoxic compounds
hosted inside the nanocarriers.

As a first approach, polymer coating was designed with a dual purpose. On the one
hand to act as thermosensitive diffusion barrier capable of retaining small molecule cargo
inside the porous silica network, on the other to confer it the ability to retain proteins through
electrostatic interactions and hydrogen bonding. With characterization techniques such as
vibrating sample magnetometer (VSM), , transmission electron microscopy (TEM) and Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR) among others, it was determined that these
nanocarriers contain a 47% wt of magnetic material, 60 nm size and a polymer surface coating.
The nitrogen absorption porosimetry measurements show good textural parameters for these
nanocarriers, which makes them suitable systems for drug delivery applications. This
nanosystem was able to release two different species (small molecules and proteins) in
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response to an alternating magnetic field. However, given the complex nature of polymeric
coating, the accurate control of the polymer’s transition temperature was not possible,
compromising its potential application in medicine.

In order to obtain a precise transition temperature of the co-polymer coating, an array
of linear copolymers with different proportions of NIPAM/NHMA was synthesized. It was
concluded that the NIPAM/NHMA 90:10 ratio sets the transition temperature in the 42 -43° C
range. The transition temperature of polymer was measured by fluorescein release from
within the porous matrix at different temperatures by fluorescence spectroscopy. In addition,
the alternating magnetic field parameters were analyzed, using different frequencies and
magnetic field amplitudes with a DM100 magnetic hyperthermia system (nanoScale
Biomagnetics) in order to find optimal conditions for efficient heating. To demonstrate that
this nanocarrier is capable of releasing its cargo without the need to increase the global
temperature of the sample (the so-called hot spot effect), fluorescein release experiments
were carried out by keeping the global temperature of the sample at 37 ° C during the
alternating magnetic field application. The results confirmed that this nanodevice produces
enough local temperature to produce the polymer transition and subsequent release of the
cargo without the need to increase the global temperature of the medium. This means that
the nanocarrier has the ability to overcome the rapid heat dissipation that occurs in living
tissues through the bloodstream, thus demonstrating its applicability.

During the study of the polymer coating conditions for MMSNs, a relationship between
the coating density and the cargo release profile was observed. The inclusion of crosslinking
monomers in the polymer structure results in a release profile where the payload was released
at temperatures above the transition temperature of the polymer shell. In contrast, a linear
polymeric structure with lower density shows the opposite release profile, holding the load
inside the pores when the device is above the transition temperature of the polymeric coating.

The use of polymeric coatings as a diffusion barrier does not ensure the total retention
of the species housed in the interior of the porous matrix. Normally, a small percentage of the
payload (between 10-20%) suffers a premature release before reaching the target tissue. This
fact may cause systemic toxicity when highly cytotoxic agents are delivered to the cancer cells.
Therefore, the second objective of this thesis was to build a nanodevice capable of generating
cytotoxic agents in-situ rather than carrying them in its active form. To avoid these risks
associated with the premature release of antitumoral drugs, it is possible to use prodrugs
therapies. The prodrugs are harmless species for the body which are transformed in
therapeutic agents using by means of specific enzymes or conditions. Therefore a novel
nanocarrier was designed to retain a prodrug in the silica matrix and the enzyme responsible
for its activation on the external surface. In this way, the nanocarrier is internalized in the
tumor cell, where the sustained release of the prodrug and its rear activation by the enzyme,
would generate enough cytotoxic compounds in the intracellular confined space causing the
destruction of the tumor cell.

In this thesis the prodrug 3-indoleacetic acid (IAA) and the exogenous enzyme
horseradish peroxidase (HRP) were employed for the in situ generation of cytotoxic agents. To
avoid degradation of the enzyme, the HRP was coated with a permeable polymer capsule that
allows its catalytic function. This capsule protects the HRP facing aggressive external agents,
such as oxidizing agents, sharp changes of pH or proteases that could denature the enzyme.
Prior to the encapsulation process, polymerizable groups (acroyl groups) were introduced in
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the HRP structure. The polymeric coating was carried out by radical polymerization using
different compositions of acrylamide and acrylic monomers. Encapsulated enzyme was
characterized by dynamic light scattering (DLS), T potential and MALDI-TOF mass spectroscopy.
On the other hand, the MSNs were obtained with amino groups on the surface for a double
purpose; to retain the 3-indoleacetic acid in its interior through electrostatic interactions, and
to serve as anchoring groups for HRP capsules. The prodrug release from the silica matrix was
followed by high performance liquid chromatography (HPLC). Finally, the antitumor efficiency
of the full device MSN-HRPc was evaluated against two types of human cell lines,
neuroblastoma (NB1691-luc), leukemia (NALM6), demonstrating the anti-tumour efficacy of
this nanocarrier.

The third objective outlined in this dissertation was the manufacture of polymeric
capsules using MSNs as a template for anti-tumour agent encapsulation. Although the use of
MSNs poses advantages such as the control of the release process of the drugs or the high
chemical robustness of silica, it also has drawbacks. As a result of their high rigidity, the MSNs
show a low penetration in tumoral tissues and a high rate of clearance by the immune system.
However, "soft" or "flexible" nanocarriers such as liposomes or polymeric nanocarriers, hinder
the cell phagocytosis by means of shape change during the absorption process. In the
manufacture of polymeric capsules, one of the most used methods involves the use of silica
nanoparticles as template. In this process, the silica core is coated with a polymer layer,
followed by the elimination of the silica to obtain flexible capsules.

Amongst the polymers used for capsule formation, the polidopamine (PDA) shows very
interesting properties. PDA presents a high biocompatibility and is able to settle in almost any
type of surface, which allows the anchoring of biomolecules. In order to prepare PDA capsules,
MSNs were used as a template to carry out the polymer coating on its surface. The process of
silica elimination was carried out following a new, simple, direct and clean route. The absence
of aggressive chemicals in the silica dissolution process allows the simultaneous encapsulation
of doxorubicin and Fe;0, magnetic nanoparticles and its application as DDS. This is an
advantage over other synthetic routes using silica nanoparticles, which require aggressive
agents such as HF for the dissolution of SiO,. The route developed in this work, involves the
use of MSNs as a support for the polymerization of dopamine on the nanoparticle surface and
the subsequent removal of silica simply by its dispersion in water. Doxorubicin release studies
were conducted by fluorescence at different pH. Cell viability was performed by flow
cytometry. The characterization was carried out through fluorescence microscopy and TEM for
the acquisition line scan profiles and elemental mapping, among other techniques mentioned
previously (porosimetry, DLS, FTIR, etc.).

In summary, in this thesis different nanocarriers have been designed and tested for
their application as DDS. The general conclusions stemming from this work are described
below.

1) In this dissertation nanotransporters have been developed through different
approaches such as the use of alternating magnetic field to promote the cargo release, in situ
generation of cytotoxic agents mediated by prodrugs, and encapsulation of therapeutic agents
in soft nature nanocapsules. These nanocarriers are capable of releasing or generate cytotoxic
agents, demonstrating its potential application as a drug delivery systems.
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2) The ability of the MMSNs to reach a high enough local temperature under an
alternating magnetic field to cause polymer coating transition at the chosen temperature was
demonstrated. This fact can be explained by the so-called hot spot effect where the presence
of a heating source in the device accomplishes high temperatures at the nanoscale but no
global heating is observed.

3) The release profiles of the cargo from within the MMSNs are controlled by the polymer
coating nature and density formed. Dense thermosensitive polymer coatings (crosslinked)
allow the release of the payload at temperatures above the LCST of the polymer. However,
with lower density coatings (linear polymers) the opposite release behavior is observed.

4) A novel nanodevice able to transport a harmless prodrug and the enzyme responsible
for converting it to cytotoxic compounds was developed. This nanocarrier is internalized by
tumor cells, where the produg activation through the enzyme generates enough cytotoxic
agents to destroy cancer cells.

5) The development of a new synthetic approach to the formation of PDA capsules using
MSNs as a template was achieved. The silica template removal is performed simply by
dispersion in water, due to the species formed in the dopamine polymerization process. The
encapsulation of doxorubicin and Fe;04 nanoparticles inside PDA nanocapsules was verified, as
well as the pH controlled drug release.
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. Introduccion General

I.1. Nanotecnologia y Nanomedicina

esde sus inicios, la humanidad ha tratado de encontrar sustancias con las que
conseguir aliviar y curar las enfermedades. Al principio esto era posible sélo por
medio del consumo y tratamiento rudimentario de plantas medicinales y otras
sustancias naturales. Si bien no se conocian las razones por las cuales estas plantas
eran capaces de mitigar las dolencias, su uso estaba basado en la experiencia.

Los primeros afios del siglo Xix marcaron un punto de inflexidon en el conocimiento de
campos como la quimica y la fisica, posibilitando el desarrollo de nuevas técnicas que permitian
la separacidn, aislamiento y caracterizacién de ciertas sustancias activas de las plantas
medicinales. En la primera mitad del siglo xx se realizaron transcendentales avances como la
descripcién de la estructura atdmica mediante la mecdnica cuantica, la difraccién de rayos X, la
explicacion del movimiento browniano o el efecto fotoeléctrico entre muchos otros. Las
aplicaciones derivadas de estas teorias fueron clave en el desarrollo de la nanotecnologia.
Técnicas y dispositivos que surgieron de teorias para describir el mundo atémico, como el
microscopio de efecto tunel (Scanning Tunneling Microscope, STM), microscopio de fuerzas
atémicas (Atomic Force Microscope, AFM), la difraccion de rayos X (DRX) o el microscopio
electronico de transmision (TEM, Transmission Electron Microscopy), proporcionaron las
“lentes” con las que vemos ese mundo y las “pinzas” con las que poder manejarlo. Gracias a ello,
los descubrimientos de nuevos materiales (fulerenos’, nanoparticulas?, grafeno?, etc.) se fueron
sucediendo, asi como las aplicaciones de los mismos en multitud de campos diferentes como
Optica, medicina, construccidn, cosmética o industria alimentaria.*
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Figura I.1. Portada de un ejemplar de Historia Naturalis (Plinio el Viejo) y Materia Medica (Dioscorides)
(arriba). Logo de IBM escrito con atomos de xendén mediante AFM y micrografia TEM de nanoparticulas
mesoporosas de silice (abajo).
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El impacto de la nanotecnologia en la sociedad y la economia del siglo xxI es cada vez
mayor y se cree que podria llegar a ser la prédxima revolucién industrial. El interés suscitado por
esta tecnologia se refleja en la financiacién de proyectos por parte gobiernos y empresas. La
inversidon mundial ha crecié sustancialmente desde los 1.200 millones de euros en el afio 2000
hasta los 8.000 millones de euros en los que se estimd la inversidn global hasta 2012 sdlo en
iniciativas gubernamentales. La contribucidn por iniciativa privada en programas de
investigacion y desarrollo (I+D) en nanotecnologia hasta este mismo afio fue entorno a 10.000
millones de euros. Otro de los factores que reflejan el interés que suscita este campo es el
crecimiento del nimero de publicaciones en revistas cientificas indexadas, de 18.000 a 80.000
entre los afios 2000 a 2010, asi como el numero de patentes registradas que aumentd de 1.200 a
20.000 en el mismo periodo.” Se estima que en 2015 la inversién en nanotecnologia podria
haber sido cercana a los 2.400 millones de euros segun Cientifica Public Limited Company.

La nanomedicina, que se define como la aplicacidn de la nanotecnologia a la medicina,
se centra en el desarrollo de nuevas herramientas, aun mas potentes, que permitan la
deteccidn, el diagnéstico y el tratamiento de enfermedades como el Alzheimer o el cancer entre
otras.”” En la década de 1960 se describié por primera vez el uso de la nanotecnologia en
medicina con la encapsulacion de farmacos dentro de liposomas para la aplicacién en
administracién controlada de farmacos.? Desde el desarrollo de los primeros sistemas de ACF en
1976, se han descrito multitud de nuevos nanosistemas de diferente naturaleza para su
aplicacién en medicina.” Entre ellos cabe destacar nanotransportadores inorganicos como
1015 organicos como polimersomas, nanoparticulas
1922 3demés de los liposomas ya

nanoparticulas de silice o metdlicas;
poliméricas o hidrogeles;'**® y materiales hibridos,
mencionados. El catdlogo de productos basados en nanotecnologia aprobados por la U. S. Food
and Drug Administration (FDA) recoge 67 nanodispositivos para medicina y 33 nanoterapéuticos
comercializados hasta 2014, donde 43 de ellos se pueden clasificar como nanofarmacos. Un total
de 25 dispositivos y 122 agentes terapéuticos se encuentran en desarrollo, a los que se

atribuyen 789 estudios clinicos en marcha.”®
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I1.1.1. Nanotecnologia

1.1.1.1. Fundamentos

La nanotecnologia abarca la produccién y aplicacién de sistemas quimicos, fisicos y
bioldgicos, y opera desde la escala atdmica o molecular hasta dimensiones micrométricas, asi
como su integracién en estructuras mayores.24 Un nandmetro supone la mil millonésima parte
de un metro (1 nm = 10° m), lo que esta aproximadamente diez veces por encima de la longitud
de un enlace simple C-C o en la misma escala que el grosor de una doble hélice de ADN (2.2 -2.6
nm).” Comunmente el término se delimita a dispositivos que tengan al menos una de sus
dimensiones en una escala de entre 0.1-100 nm, aunque esta denominacion cambia
dependiendo de la aplicacion y el autor. Segun la primera agencia estatal americana de
investigacion en nanotecnologia, la US National Nanotechnology Iniciative (NNI): “la
nanotecnologia se interesa por los materiales y sistemas cuyas estructuras y componentes
exhiben nuevas propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas significativamente mejoradas, asi
como los fendmenos y procesos debidos a su escala nanométrica”.”® La reduccién en las
magnitudes se suele relacionar con las nuevas, diferentes y ventajosas propiedades que poseen
estos nanomateriales respecto a los mismos materiales masivos. Asi pues, si un material
tridimensional tiene una sola dimensién en la nanoescala se puede denominar como pozo
cudntico. Las estructuras con dos de sus dimensiones en la escala nanométrica se denominan
como cables cudnticos y aquellas que poseen las tres dimensiones en la escala nanométrica se
consideran como puntos cudnticos. El término cudntico se le concede a estos tres tipos de
nanomateriales porque sus principales propiedades emanan directamente de la naturaleza
mecano-cuantica de los procesos que tienen lugar en esta escala.

1.1.1.2. Obtencion de nanomateriales

Las dos aproximaciones existentes en la producciéon de nanomateriales no distan de las
tradicionales en la fabricacién de dispositivos macroscépicos. Utilizando medios fisicos o
quimicos para moldear y/o esculpir el dispositivo deseado partiendo de una pieza mayor
haremos uso de la aproximacion “de arriba abajo” (top-down, en inglés). Esta estrategia es
poderosa pero muy exigente, debido a la necesidad de usar técnicas con precisiones
nanomeétricas para la fabricacidon de los dispositivos en la nanoescala. Esta aproximacion es la
mas empleada en la industria de semiconductores para la fabricacién de transistores mediante
nanolitografia. Generalizando, ésta técnica es capaz de hacer grabados mediante radiacion UV o
laser, o bien imprimir patrones de apenas unos nanémetros de anchura de diferentes materiales
sobre una lamina fina de otro material mediante el uso de puntas de AFM (Dip-Pen
Nanolithography, DPN). Una limitacion en este tipo de técnicas es que el tamafio de los
dispositivos que se pueden construir depende fundamentalmente de la longitud de onda que se
aplica al material. %’

Por el contrario, partiendo de piezas que se ensamblan entre ellas para constituir un
dispositivo mayor estaremos usando la aproximacién “de abajo arriba” (bottom-up, en inglés).
Este es el método usado por la naturaleza para ensamblar pequefias unidades estructurales
como nucledtidos, aminodcidos o lipidos entre muchos otros, con un control estructural
sobresaliente construyendo asi nanomateriales con formas, propiedades y funciones muy
definidas. Para ello, la naturaleza se sirve de las fuerzas que rigen en la nanoescala como los
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enlaces de hidrégeno, los apilamientos m-m, interacciones electrostaticas o
hidrofilicas/hidrofébicas ampliamente estudiadas por la quimica supramolecular. Por lo general
se usa la aproximacién top down para crear materiales nanoestructurados en dos dimensiones
para mas tarde construir en la tercera dimensidon mediante la técnica bottom up. Esto puede ser
especialmente util en el disefio de dispositivos electrénicos, optoelectrénicos o en aplicaciones
para la deteccién de sustancias.”
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Figura 1.3. Representacion de la técnica DPN donde las moléculas de alcanotiol son depositadas desde la
punta de AFM a una superficie de oro a través del menisco de agua (a). Estructura y niveles de
empaquetamiento del ADN (b).

1.1.2. Nanomedicina

1.1.2.1. Descripcién e impacto

Nanomedicina se ha definido como la aplicacién de la nanotecnologia para el

tratamiento, diagndstico, monitorizacién y control de sistemas bioldgicos,*®*

por tanto, entierra
sus raices en multiples disciplinas como la quimica, la fisica, la biologia o la medicina clinica. Se
entiende como nanomedicina la aplicacion de los farmacos tradicionales con una formulacién
basada en dispositivos de tamafio nanométrico, a los que también se suelen Ilamar
nanotransportadores, nanoterapéuticos o nanofdrmacos. El interés suscitado por la aplicacién
de nanomateriales en medicina es debido a sus potenciales aplicaciones en imagen, dispositivos

médicos, diagndstico, terapia y la suma de estas dos ultimas, la terandstica.*>>*

El campo de
investigacion dominante dentro de la nanomedicina es el de la ACF, el cual contribuye con un
76% de publicaciones cientificas, seguido por el diagnéstico in vitro con un 11% de contribucién
segun la compafila BCC Research.”> En 2012 Europa lideraba con un 36 % el nimero de
publicaciones, seguido de EEUU con el 32 % y Asia con el 18 %. En cuanto a aplicaciones
patentadas en los diferentes campos de la nanomedicina, EEUU registra el 53 %, Europa el 25 %
y Asia el 12 %.% El cancer es una de las patologias mds investigadas para su tratamiento con
nanotecnologia, llegando a suponer un 34% de publicaciones dentro de la investigacidon en ACF,
segun resultados extraidos de Web of Science®. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
atribuido 8.2 millones de muertes al cancer en 2012, lo que constituye el 13% de todas las
muertes en ese afio, y se espera que la incidencia del cancer crezca hasta los 22 millones en las
proximas dos décadas.®’

Actualmente, el nimero de productos de nanomedicina aprobados para su utilizacién o
en diferentes etapas de estudios clinicos depende fuertemente de la clasificacién a la que se
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sometan.® La controversia en torno a esta clasificacion sumada a las carencias que existen en el
conocimiento respecto a la seguridad, los efectos a largo plazo de los nanomateriales y la
ausencia de estandares y protocolos hace muy dificil la construccién de un marco regulatorio
especifico para éstos nuevos medicamentos, lo que retrasa la aceptacidn por parte de los entes
publicos y por tanto su comercializacion.® Estas dificultades son inherentes a un campo tan
pluridisciplinar como es la nanomedicina. La estandarizacién de ensayos y la creacién de
protocolos especificos para nanomedicamentos son necesarios para la creacidn de una
clasificacidn inequivoca de los mismos, que permita derribar ciertas trabas en su evaluacién

041 por ejemplo, la FDA estadounidense colabora con el

clinica y posterior comercializacion.
Nanotechnology Characterization Laboratory (NCL) para establecer una regulacién efectiva en
base a una caracterizacion exhaustiva de los productos basados en nanotecnologia. La Unién
Europea (UE) planea la creacién de la European Technology Platform on Nanomedicine (ETPN)

para este mismo fin dentro del proyecto Horizon 2020.*

1.1.2.2. Fundamentos de la nanomedicina aplicada al cancer

El cancer es una enfermedad que afecta cada vez a un mayor nimero de pacientes en
todo el mundo. Como ejemplo, las estimaciones de impacto del cancer en EEUU para 2016
revelan que mas de 1.6 millones de personas desarrollarian algin tipo de cancer, donde el 35 %
de ellas no logrard sobrevivir a la enfermedad.” La quimioterapia actual presenta varios
problemas asociados a su toxicidad inespecifica, la cual se manifiesta en efectos secundarios
indeseados como vomitos, inmunodeficiencia, anemia, pérdida de cabello o disfunciones en el
proceso digestivo. Esta toxicidad supone un riesgo para la vida del paciente y limita la dosis que

44,45

puede ser administrada. Otro de los problemas asociados a estos tratamientos es la

posibilidad de que los tejidos tumorales desarrollen resistencia a los farmacos, como ocurre a
menudo con tumores recurrentes.***’

Los desafios en nanomedicina contra el cdncer se centran en el desarrollo de
nanofarmacos mas eficaces para mejorar las terapias actuales. El potencial de la nanomedicina
reside en la versatilidad de las funcionalidades que los nanotransportadores pueden incorporar.
Esto permite disefiar transportadores capaces de aumentar la especificidad hacia tejidos
tumorales y vencer los mecanismos responsables del desarrollo de resistencia a los farmacos por
parte del tumor.” Una localizacién efectiva de los nanotransportadores en tejidos tumorales
supondria una menor toxicidad sistémica y por tanto una reduccion de los efectos secundarios
en los pacientes sin comprometer la efectividad terapéutica. El tamafio, la morfologia, la
composicion y la superficie pueden ser moduladas para mejorar la circulacion, la distribucidn, la

especificidad y la absorcién celular.”™*

Por tanto, la nanomedicina supone una oportunidad de
mejorar los tratamientos actuales, siendo su estudio y desarrollo cada vez mayor, como refleja el
incremento de la inversion y numero de publicaciones cientificas en este drea citados
anteriormente.

Los nanotransportadores poseen propiedades Unicas que les permiten trabajar en la
misma escala que las moléculas constituyentes de los seres vivos. Su alta relacién
superficie/volumen dota a estos dispositivos una alta reactividad en superficie, por lo que es
posible funcionalizarlos con distintas biomoléculas para aprovechar sus funciones en la
localizacién especifica de células y/o tejidos.” Las propiedades fisicas (resonancia plasmdnica,
superparamagnetismo, etc.) de algunos de estos sistemas los hacen muy interesantes para el

diagndstico de cancer, utilizando técnicas como la microscopia de fluorescencia, la tomografia
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por emisién de positrones o la resonancia magnética nuclear de imagen (MRI).> La
encapsulacién de farmacos dentro de estos sistemas evita problemas relacionados con la
solubilidad y estabilidad de los farmacos in vivo, incrementando su estabilidad, extendiendo el
tiempo de circulacion de los citotéxicos y permitiendo una liberacion controlada de los

54-58

mismos. Por lo tanto los nanotransportadores son capaces de modular los perfiles

farmacodinamicos y farmacocinéticos de los farmacos consiguiendo aumentar su eficacia
terapéutica.’”*®

En 1986 Maeda y Matsumura revolucionaron el campo de la nanomedicina en oncologia
al descubrir que ciertas proteinas se acumulaban por si mismas preferentemente en tejidos
tumorales. Estos estudios realizados en ratas pusieron de manifiesto que la retencién en los
tumores es debido principalmente a su tamafio nanométrico.®® Esta vectorizacién pasiva se dio a
conocer como “efecto de permeabilidad y retencion aumentada” (EPR effect). Este efecto de
extravasacién de macromoléculas o nanodispositivos a través de los vasos sanguineos tumorales
se produce debido a varios factores que caracterizan la singular vasculatura de los tumores
sélidos.®! El rapido crecimiento de los tumores hace necesario un gran aporte de nutrientes, por
lo que generan mayor cantidad de vasos sanguineos que los tejidos sanos. La rapidez en el
crecimiento provoca ademds que la vasculatura formada sea defectuosa, provocando la
acumulacién por parte de los nanositemas en el tumor. Otro de los elementos que participa en
el EPR effect es la secrecién de factores especificos de permeabilidad vascular por parte de las
células tumorales (como la éxido nitrico sintasa o inhibidores de la bradiquinina). Estos factores
aumentan la permeabilidad del endotelio, creando mayores espacios intersticiales entre las
células de los vasos sanguineos del tumor que permiten la filtracion de macromoléculas a las
masas cancerosas.®”®* La arquitectura deficiente del aparato circulatorio de los tumores impide
el drenaje por parte de los vasos sanguineos y linfaticos, lo que también favorece la acumulacién
de nanosistemas en el tumor frente a tejidos sanos.*

La penetracién de las nanoparticulas hacia las fenestraciones de los vasos sanguineos
tumorales esta retardada por impedimentos estéricos, hidrodindmicos y electrostaticos.
Dependiendo del tipo de tumor se pueden modular las caracteristicas de los
nanotransportadores (tamafo, carga superficial o hidrofobicidad) para favorecer la retencién
pasiva en estos tejidos.” Respecto al tamafio, los estudios de Matsumura y Maeda mostraron
gue un nanotransportador debe tener un peso molecular mayor a 40 kDa para acumularse de
forma efectiva en un tumor sdlido, aunque debe aunar otras caracteristicas para valerse del EPR
effect. Los nanotransportadores mas pequefios se acumulan mas rdpido y uniformemente en los
tumores, lo que los hace mas efectivos contra los tejidos cancerosos que aquellos mas grandes.
Cabe destacar que las particulas menores de 11 nm son eliminadas a mayor velocidad por el
drenaje renal y hepatobiliar que las particulas mas grandes, las cuales son eliminadas de forma
mas eficiente por el sistema fagocitico mononuclear (MFS, antes llamado sistema reticulo-
endotelial) en multitud de tejidos.*® Por lo tanto la eleccién de los nanotransportadores esta
condicionada por el tipo de tumor y debe poseer un balance entre una alta penetracién tumoral,
una baja toxicidad en tejidos sanos y su eliminacién por el MFS. La morfologia de los
nanotransportadores también interviene en su vectorizacion pasiva. Estd descrito que
nanoparticulas con forma de cilindros o de disco pueden acumularse mas rapidamente y en
mayor medida que las esferas del mismo tamafo. Este hecho puede ser debido a que la
dimension mas pequefia de la nanoparticula confiere la capacidad de atravesar mas facilmente
las fibras de los tejidos, lo que aumenta la penetracién del dispositivo en el tumor.®’
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Figura 1.4. Caracteristicas fisiolégicas de tumores sdlidos que suponen barreras para la administracion
. . . . . .. 68
controlada de farmacos, especialmente aquellos de bajo peso molecular sin vectorizacion.

Otro de los pardmetros clave que aumentan la retencién en los tumores es la carga
superficial de los transportadores. Por tanto, es necesario encontrar una carga superficial
adecuada para aumentar la vida media del transportador en el torrente sanguineo asi como su
interaccion con las células tumorales.®”® Los transportadores con superficies catidnicas tienen
mayor penetracion en las células del endotelio que los dispositivos neutros o anidnicos, como
resultado de la atraccion electrostatica entre la superficie catidnica del transportador y la carga
negativa del glicocalix epitelial. Sin embargo, la menor interaccidn electrostatica del glicocalix
con los nanodispositivos con carga negativa o neutra facilita una distribucion mas efectiva en el
tejido tumoral que aquellos con carga superficial positiva. Es por esto que la carga ideal para
obtener la maxima acumulacidon de los nanotransportadores varia dependiendo del tipo de
tumor vy las vias de acceso al mismo. Asi mismo existen estudios que apuntan a que un cierto
caracter hidrofébico en la superficie puede aumentar la constante de asociacion celular de entre
10 a 100 veces mas.”

El EPR effect estd bien documentado en cuanto a modelos tumorales en animales
pequefios. Sin embargo, los estudios clinicos realizados no arrojan suficiente luz en este temay
por ello, algunos estudios afirman que la acumulacidn en pacientes humanos es muy
heterogénea e ineficaz. Son muchas las barreras que un nanodispositivo debe superar para
llegar desde su inyeccion hasta la zona de terapia deseada. La primera barrera se encuentra en
el torrente sanguineo, con la formacidn de una corona de proteinas en torno al
nanotransportador (opsonizacion). Las opsoninas estan encargadas de marcar a los patégenos
para su eliminacidn por los fagocitos, por lo que al recubrir los nanodispositivos puede dar lugar

a su eliminacién por parte del MFS.”"”?
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Otra de las barreras que encuentran los nanotransportadores es la extravasacion del
sistema sanguineo al entorno tumoral a través de las fenestraciones presentes en las paredes
del endotelio. El veloz crecimiento de las células tumorales (hiperplasia) reduce el espacio
intercelular, lo que provoca un incremento en la densidad de la matriz extracelular formada por
componentes entrecruzados como el coldgeno, la fibrolectina y los glicosaminoglicanos. Esta alta
presion intersticial junto a la barrera endotelial de los tejidos tumorales reduce la perfusion y el
flujo sanguineo, lo que la limita permeabilidad y difusién intratumoral de farmacos vy
nanotransportadores.”
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Figura I.5. Esquema general de las barreras bioldgicas que deben superar los nanotransportadores una vez
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en el torrente sanguineo. Reproducido con permiso de "".

A todo esto hay que sumar que sélo el 20 % de los vasos sanguineos en tumores sélidos
es capaz de llevar la sangre hasta el tejido debido a la alta presidn en el interior del tumor, lo
que dificulta alcanzar una distribucion homogénea en el tumor hasta las zonas mds internas
donde no existe transporte por difusién. Una vez el dispositivo alcance la pared de las células
tumorales se ha de producir la internalizacidn celular. La diversidad fenotipica de las células
cancerosas dentro del mismo tejido tumoral puede llevar a una internalizacion heterogénea y
por ende a la reduccién de la eficacia del nanodispositivo. Por ultimo, los mecanismos de
internalizacién encierran a los nanotransportadores en los endosomas para proceder a su
degradacion o la transcitosis, por lo que el dispositivo ha de escapar del endosoma y verter el
contenido citotdxico en el lugar de accién dentro de la célula.”*

Para aumentar la retencidn de nanodispositivos en los tejidos tumorales existe otra
aproximacioén llamada vectorizacidn activa, la cual aprovecha el reconocimiento molecular entre
receptores y ligandos o antigenos y anticuerpos.”* La funcionalizacién de nanotransportadores
con estas moléculas de guiado logra el reconocimiento de las mismas por parte de ciertos
receptores celulares sobre-expresados en el endotelio tumoral o en la membrana de células

7>76 Una vez acumulados

tumorales y por tanto la acumulacion preferente en este tipo de tejidos.
en el tejido tumoral objetivo, los nanotransportadores pueden liberar su carga citotdxica de
manera localizada eliminando la posible toxicidad de los agentes quimioterapéuticos en tejidos
sanos y evitando asi efectos secundarios graves.””’®

La acumulacidn en el tumor mediante vectorizacion activa también depende del entorno
del tejido canceroso. Los microambientes tumorales pueden ser desmoplasticos (ricos en matriz
extracelular) o “celulares” (ricos en células tumorales) lo que condiciona las caracteristicas de

cada tumor.” Los nanofarmacos vectorizados pueden unirse de manera especifica o inespecifica
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a los componentes de ambos tipos de tumor, acumuldndose en la periferia del tejido canceroso
y saturando los puntos de unidn, retardando asi su entrada al interior de los tumores. Esta
binding-site-barrier varia en funcién del tumor, asi como las caracteristicas del tumor desde la
periferia al interior. Entre los receptores de internalizacién mas estudiados se encuentran: los
receptores de transferrina, una proteina implicada en la homeostasis del hierro y la regulacion
del crecimiento celular;*® los receptores de folato cuya isoforma o se sobreexpresa en el 40 % de
los canceres humanos;® las glicoproteinas de membrana como las lectinas®’ o receptores de
factores de crecimiento epidérmico los cuales estan intimamente ligados a los procesos de
crecimiento y progresion tumoral (angiogénesis, proliferacién, invasion y metastasis).®

El optimismo que despierta la terapia con nanosistemas aplicados al cancer es debido
tanto a la vectorizacién activa como al EPR effect. Los esfuerzos en investigacién han hecho
posible disefiar nuevas estrategias para superar las barreras que impone el cuerpo humano y
aumentar la capacidad de acumulacién mediante la vectorizacién. Estas aproximaciones se
focalizan, por ejemplo, en el control de |la opsonizacién mediante la modificaciéon de la cargay e

88 el desarrollo de vectores activos

hidrofobicidad de la superficie del transportador,
secuenciales %, la accidén de enzimas proteoliticas que degraden la matriz extracelular para
aumentar la penetracion en el tumor,?” o la migracion de células madre como vectores,® entre
otros. También es posible elevar la extravasacién a los tejidos tumorales mediante, por ejemplo,
la induccidn de hipertensidén con angiotensina Il o la aplicacién de hipertermia para el aumentar

el efecto de retencién y permeabilidad antes mencionado.*

1.1.2.3. Nanotransportadores para la administracion de farmacos

Los sistemas de liberacidn controlada se empezaron a desarrollar en la década de 1960
cuando se descubrié que pequefias moléculas lipofilicas podian difundir al exterior desde una
pieza de gel de silicona.”® De esta manera se comprobé que ciertos materiales podian controlar
la liberacidon de agentes bioldgicos activos y farmacos durante dias e incluso meses, lo que
potencid la investigacidn en este tipo de sistemas culminando en dispositivos como Norplant, un

992 En las décadas

anticonceptivo implantable que liberaba levonorgestrel durante 5 afios.
posteriores los sistemas de liberacién sostenida evolucionaron hacia el uso de diferentes tipos
de materiales como hidrogeles®, microesferas™ o polimeros hidrofébicos que ya permitian la
liberacién controlada de macromoléculas.” Después de la incorporacién de los nanomateriales
en medicina, el campo de investigacion en administracién de farmacos ha crecido de forma
importante, lo que se refleja en las mas de 8000 publicaciones en revistas cientificas en el afio
2015 recogidas en la Web Of Science® dentro del campo de la ciencia de materiales.

Las tecnologias desarrolladas para el control de la liberacion de farmacos estan basadas
en matrices y reservorios que pueden modular la liberacién de los principios activos en su
interior.”® Los procesos de desorcion y difusién de las moléculas terapéuticas desde una matriz
sélida a través de una red de poros tortuosa, la erosidon o degradacion por medio del disolvente
0 agentes bioldgicos, o el intercambio de farmacos con la matriz del dispositivo por hidratacién,
rigen la liberacién de los principios activos incluidos en el sistema.” ™’

Los nanotransportadores clasificados en funcién de su composicion y propiedades da
lugar a tres clases o tipos: orgdnicos, inorganicos e hibridos. Los mecanismos de liberacién
controlada de farmacos dependen de las caracteristicas fisicas y quimicas de cada
nanotransportador y su interaccién con el medio. Por ejemplo, el comportamiento de los

dispositivos poliméricos se basa en propiedades como: hidrofilia/hidrofobia, fuerzas
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electrostaticas, energias de hidratacion o enlaces quimicos y/o grupos funcionales con funciones

1% §in embargo, en transportadores inorganicos, son sus propiedades intrinsecas

especificas.
como la resonancia plasmoénica de superficie, la fluorescencia o sus caracteristicas
electroquimicas las que resultan interesantes en aplicaciones biomédicas.' Los transportadores
inorganicos habitualmente requieren de funcionalidades organicas para dotarlos de
caracteristicas como mayor estabilidad en medios bioldgicos, capacidad de carga de farmacos o

vectorizacién activa entre otros, lo que los convierte en materiales hibridos.'®%
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Figura 1.6. Clasificacion de nanotransportadores en funcién de su naturaleza.

Los nanotransportadores organicos comprenden un gran abanico de compuestos
naturales o sintéticos disefiados para la ACF. El control de los procesos de auto-ensamblado y
conjugacién permite la fabricacion de multitud de estructuras capaces de guiar, encapsular o
retener agentes antitumorales. Varios de estos tipos de nanotransportadores ya han sido
aprobados para uso clinico y forman parte de la primera generacion de nanomedicamentos que
se usan habitualmente en clinica como Doxil® o DaunoXome®, los cuales estan formulados con
liposomas que encapsulan potentes antitumorales como doxorubicina o daunorubicina.'® Otra
aproximacién es el uso de fdrmacos conjugados covalentemente a macromoléculas como
polimeros, proteinas o anticuerpos para aumentar la selectividad hacia células tumorales
objetivo. Algunos de ellos como Adcetris® o Kadcyla® ya han sido aprobados para su uso clinico

1.1 Otros nanotransportadores prometedores son aquellos basados en

en terapia antitumora
polimeros sintéticos, los cuales presentan una excelente versatilidad en composicién quimica,
tamafio, biodegradabilidad, morfologia y facilidad de funcionalizacién de la superficie. El elevado

control sobre el disefio de la estructura de estos polimeros permite la creacidon de multitud de
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matrices poliméricas capaces de retener y encapsular farmacos, como micelas, nanoparticulas o
polimersomas. Actualmente algunas de estas formulaciones se encuentran en estudios en fase
clinica I, como Nanoplatin® que es capaz de reducir los efectos secundarios de la administracién
sistémica de su compuesto activo, el cisplatino.™”’

Los nanotransportadores de origen inorganico presentan algunas ventajas frente a los
organicos debido a su alta estabilidad mecanica, quimica y térmica bajo condiciones bioldgicas, a

d.®®° Este tipo de transportadores estdn basados en su

lo que se suma su biocompatibilida
mayoria en nanoparticulas metalicas, de silice policondensada, y dxidos de metales cuyas
propiedades se pueden modular en funciéon de su tamafio y forma, por lo que resultan muy
atractivas en biomedicina. Por ejemplo la formulacién AuroLase''!, la cual se encuentra en
estudios clinicos en fase |, utiliza la resonancia plasmdnica de superficie de nanoparticulas de
oro para conseguir la ablacion fototérmica de tejidos tumorales. Otra de las propiedades
ampliamente estudiadas es el superparamagnetismo de las nanoparticulas magnéticas, las
cuales son capaces de generar calor en presencia de un campo magnético alterno. Esto posibilita
la aplicacién de hipertermia localizada una vez las nanoparticulas magnéticas se encuentran
acumuladas en una masa tumoral. ***™'!® Esta tecnologia ya esta disponible con el nombre de
NanoTherm®.” Las nanoparticulas magnéticas también tienen aplicaciones en liberacién
controlada de farmacos. Mediante el recubrimiento de estas nanoparticulas con matrices
capaces de retener farmacos, se obtienen dispositivos hibridos que pueden liberar agentes
citotéxicos en el tejido tumoral al aplicar un campo magnético alterno. Una de las matrices mas
estudiadas para el transporte de farmacos son las nanoparticulas de silice mesoporosa, debido a
su facil funcionalizacién y su alta drea superficial, que permite atrapar casi cualquier tipo de

118-120

farmaco de tamafio adecuado. Estos materiales mesoporosos de silice se trataran mas en

profundidad en el siguiente apartado dado que supone la parte central de esta tesis doctoral.
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I.2.  Nanoparticulas de silice mesoporosa (MSNs)

Los materiales de silice mesoporosa fueron descubiertos en 1992 por la compafiia

121 sy obtencidn se lleva a cabo mediante sintesis hidrotermal en presencia

Mobil Corporation.
de agentes directores de estructura (ADE) de caracter anfifilico, que forman una plantilla
organica sobre la que un precursor de silice (normalmente tetraetil ortosilicato TEOS o
tetrametil ortosilicato TMOS) constituira la fase inorganica del material mediante reacciones
de hidrélisis y policondensacion. A continuacidn, el ADE es retirado por extraccion o
calcinacién obteniendo asi materiales porosos. Este tipo de materiales presentan
distribuciones estrechas de tamano de poro (entre 2 - 30 nm), una estructura porosa
modulable, una elevada &rea superficial (hasta 1500 cm?/g) y volimenes de poro altos
(=1 cm?/g).>"*** Ademas, su elevada densidad de grupos silanol (Si-OH) en superficie, permite

1237126 Fotas caracteristicas estructurales hacen a estos

127-130 131-133

modificar facilmente sus propiedades.

materiales muy utiles en aplicaciones como catdlisis, separacion, o adsorcion de

metales pesados.”**™® En el campo de la nanomedicina suscitan mucho interés para su

1377192 marcadores celulares,***
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aplicacion en la administracién controlada de farmacos,

1457199 inmovilizacion de macromoléculas bioactivas,

transfeccion génica,
de tejido 6seo.* ¢

Entre los ejemplos mas representativos se encuentran los denominados MCM-41,

0 regeneracién

MCM-48 y MCM-50. Estos materiales presentan didmetros de poro de 2-10 nm, modulables
mediante la adicidon de agentes de hinchamiento para obtener tamanos de poro mayores. La
pared de poro estd formada por una red de silice amorfa, por lo que la diferencia fundamental
entre los distintos MCMs se encuentra en el ordenamiento de su estructura porosa. De este
modo, los materiales MCM-41, MCM-48 y MCM-50 presentan estructuras hexagonales (grupo
espacial pémm), cubica bicontinua (grupo espacial la3d) y laminar (grupo espacial p2)
respectivamente."® El control morfoldgico de estos materiales ha sido ampliamente estudiado
y permite obtener algunos de estos materiales en forma de nanoparticulas, lo que ha llevado a

las MSNs a ser uno de los materiales mas estudiados en nanomedicina.'®**%

Desde un punto
de vista quimico, la composicidn y estructura de la matriz inorganica de las MSNs dota de
mayor estabilidad frente a disolventes organicos o enzimas que otros sistemas “blandos”,

como liposomas o nanoparticulas poliméricas que son mas susceptibles a la degradacion.™®’

Fig. I.7. Estructuras de materiales mesoporosos de silice de tipo MCM-41 (a), MCM-48 (b) y MCM-50 (c).

. . 168
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1.2.1. Sintesis de MSNs

El método de preparacién comiUnmente utilizado para la obtenciéon de MSNs se basa
en modificaciones sobre el método descrito por Stober en 1968 para sintetizar nanoparticulas
sélidas de silice monodispersas.169 En este método, la hidrdlisis de tetraalquilsilicatos en una
mezcla H,O/EtOH y amoniaco como catalizador, da lugar primero a la precipitacién de nucleos
de silice (etapa de nucleacidn) y después al crecimiento gradual mediante la incorporacion de
mds grupos hidrolizados SiO," (etapa de crecimiento) hasta el tamafio final de las
nanoparticulas. El control de la morfologia y el tamafio de las nanoparticulas vienen dados por
la cantidad de precursor de silice afladido en la sintesis, y las repulsiones electrostaticas entre
nanoparticulas, que hacen que estas adquieran forma esférica para minimizar su energia

superficial.
composite: inorganic mesoporous material
lyotropic liquid-crystalline phase mesostructured solid/surfactant (shown MCM-41)
(shown 2D hexagonal)
spherical . o)
micelle rod-shaped micelle OO
ré
q — ¢ e e
N )
J removal of
the surfactant
~otos | ~odior AN N siica
Si $i S precursor
r0 ro r0 (shown: TEOS)
b)

Figura 1.8. Mecanismo propuesto para la formacién de materiales mesoporosos de tipo MCM-41.
68
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Las modificaciones del método de Stdber consisten en el uso de agentes directores de
estructura (surfactantes o polimeros anfifilicos) para la formacion de una mesofase (o cristal
liguido) que actua como plantilla, seguido de la policondensacion del precursor de silice sobre
la regidn polar de los componentes autoensamblados que formara las paredes de silice de
estos materiales.”® Los parametros que controlan tanto la cinética de la reaccién sol-gel como
las interaccidnes silice-surfactante y su autoensamblado, son la velocidad de condensacion de
la silice, la concentracion del surfactante, la temperatura y el pH del medio de reaccién, lo que
permite la obtencion de morfologias esféricas y pseudo-esféricas (bastones, judias) y
diferentes tamafios de particula, estructuras y tamafios de poro. La inclusién de compuestos
organicos con dos grupos trietoxisilano del tipo (R’0);Si—-R-Si(OR’); permite la incorporacion de
funcionalidades organicas en el interior de las paredes formadas por una red de enlaces
siloxano (Si-0-Si) sin comprometer la reactividad de los grupos silanol (Si—-OH) presentes en la
superficie.'®

1171172 existen diferentes rutas sintéticas en funcion

Segln la propuesta de Huo et d
del pH del medio de sintesis y la carga del surfactante (catidnico o aniénico) determinando asi
las interacciones que pueden tener lugar entre la parte inorgdnica () y la cabeza polar del
surfactante (S). Las especies de silice que existen por debajo de su punto isoeléctrico (Pl =2)

tienen densidad de carga positiva (I'), por lo tanto tendrdn interacciones electrostéticas
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favorables con surfactantes anidnicos (S7). Para la utilizacién de surfactantes catiénicos (S*) en
estas condiciones es necesaria la asistencia de un mediador con carga negativa (X, haluros
normalmente). Estas rutas de sintesis por debajo del Pl de la silice son denominadas S1" y
S*X’I" respectivamente. Existen otras dos rutas sintéticas en condiciones mas alcalinas. Por
encima de pH = 7, las especies de silice tienen carga negativa (I) e interaccionan
electrostaticamente de manera directa con surfactantes catidnicos (S*), mientras que la
sintesis con surfactantes anidnicos (S°) requiere de un mediador con carga positiva (X*). Estas
aproximaciones sintéticas se denominan rutas S *I” y SX'I". Entre pH = 2 - 7 las especies de
silice son neutras (I°, lo que da lugar a otros dos mecanismos de asociacién denominadas
rutas S°° y S°(X1)°. En ambos casos las interacciones se producen por enlaces de hidrégeno,
bien entre surfactantes neutros (S°) y especies neutras de silice (ruta $°1°), o bien con pares
idnicos neutros de silice con mediadores (X1)° (ruta S°(X1)°). Por lo tanto, para la obtencién de
MSNs mediante hidrélisis basica los ADE mds usados son los surfactantes catidnicos del tipo
alguilamonio como el bromuro de hexadeciltrimetilamonio (C;6TAB por sus siglas en inglés).

a) {or ) b)

d)

&) { sweve F——— 0 sooap

Figura 1.9. Interacciones entre las especies inorganicas y los surfactantes de las posibles rutas sintéticas
. s . s . . . 168
en medios acido, basico y neutro. Reproducido con permiso de .

El tamafo de poro de las MSNs es controlable variando la longitud de la cadena
alquilica del surfactante pero el diametro de poro obtenido por este método esta limitado
entre 1.8 nm y 2.5 nm. Por ello se han desarrollado métodos de expansion mediante el uso de
agentes de hinchamiento como N,N-dimetilhexadecilamina y 1,3,5-trimetilbenceno o
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co-polimeros tri-bloque no idnicos (Pluronic P65, P123 y F127). Como resultado, se obtienen
particulas con estructuras porosas cubicas 3D, hexagonales 2D, de tipo espuma o de agujero
de gusano con un rango de tamanos de poro entre 5 y 30 nm, capaces de adsorber
macromoléculas en su interior como proteinas, ADN o ARN."

Para alojar farmacos en el interior de la matriz de silice es necesario eliminar el agente
director de estructura sin afectar a la estabilidad coloidal de las nanoparticulas. Los métodos
mas usados para la eliminacidon del surfactante son la calcinacién a alta temperatura y la
extraccién por intercambio idnico. El calcinado puede dar lugar a la agregacion irreversible de
las nanoparticulas, dado que pueden formarse enlaces siloxano (Si-O-Si) entre ellas por
deshidratacién. También es posible usar un método de extraccidon del surfactante a altas
temperaturas por “calcinacién en fase liquida” con disolventes de alto punto de ebullicién que
mantiene la propiedades de las MSNs aunque experimentan un descenso en grupos silanol
debido a la alta policondensacién inducida por el tratamiento, lo que puede reducir su

174
d.

reactivida El método usado en esta tesis doctoral fue el de extraccion del surfactante por

intercambio idnico.**

En este tipo de extraccidn, el surfactante catidnico CTAB se intercambia
por grupos amonio mediante una disolucion de NH;NO3 en EtOH (95 %) a reflujo. Este proceso
permite conservar los grupos funcionales organicos unidos a la superficie de las MMSNs
intactos, ademds de conservar la estabilidad coloidal de las nanoparticulas después del

tratamiento.
1.2.2. Funcionalizacion de MSNs

La funcionalizaciéon de materiales consiste en la modificacién quimica de la superficie.
En MSNs se aprovecha la reactividad de los grupos Si-OH en superficie para llevar a cabo la
condensacion de compuestos organicos alcoxisililados, e incluso permite la diferenciacién de
funcionalidades dentro y fuera de los poros. Este decorado de la superficie puede no solo
ayudar a mejorar la estabilidad coloidal sino también a obtener los grupos funcionales
deseados en superficie para el anclaje de multitud de funciones especificas para su aplicacion
posterior en nanomedicina.'”> Las dos aproximaciones mas usadas para la obtencién de este
tipo de materiales hibridos son: 1) la condensacién en superficie de organosilanos (R-Si(OR);)
una vez obtenidas las MSNs (post-sintesis) y 2) La condensacién simultanea del precursor de
silice y el alcoxisilano funcionalizante (co-condensacion).

Figura 1.10. Micrografia TEM (izquierda) y esquema de la estructura y funcionalizacion diferenciada
(derecha) de nanoparticulas de tipo MCM-41.




I. Introduccién General I 29

1.2.2.1. Funcionalizacion post-sintesis

Este proceso es llevado a cabo mediante la reaccion de organosilanos de tipo
trialcoxisilano (R-Si(OR)3) o menos frecuentemente utilizando clorosilanos (CISiRs) o silazanos
HN(SiRs3))s, con los grupos silanol (Si-OH) libres de la superficie de las MSNs ya formadas. La
principal ventaja del método post-sintesis es que la funcionalizacidn con grupos organicos no
altera la mesoestructura ni la morfologia de las nanoparticulas y se pueden obtener multitud
de grupos organicos en superficie simplemente variando el residuo (R) del organosilano. Si
este método se aplica antes de la extraccién del surfactante, este bloquea la entrada de los
organosilanos en las paredes interiores de los poros y por lo tanto la funcionalizacién se
produce tan solo en la superficie exterior de las nanoparticulas. De esta manera, se crean dos
superficies con reactividades diferentes en el material, una en las paredes interiores y otra en
la superficie exterior, lo que les confiere mayor versatilidad.

Cabe destacar que la condensacion por este método conlleva una reduccién en la
porosidad del material (dependiente del tamafio del agente de funcionalizacién) en
comparacion con la silice sin funcionalizar. Si los organosilanos reaccionan preferentemente en
la entrada de los poros al inicio del proceso, la difusién de otras moléculas hacia el interior
podria ser impedida y provocar una distribucion no homogénea de los grupos organicos e
incluso la oclusidn total de los canales. La funcionalizacion del interior de los poros es de gran
utilidad en la liberacién de farmacos dado que permite modular la liberacidon de la carga al
aumentar o reducir la interaccién de los farmacos con la superficie de la matriz.

1.2.2.2. Funcionalizacion por co-condensacién

El método alternativo para la sintesis de MSNs con grupos orgdnicos requiere la
condensacion simultanea de una mezcla del precursor de silice tetralcoxisilano (TEOS o TMOS)
con trialcoxiorganosilanos (R-Si(OR);) en presencia del surfactante y el catalizador (acido o
basico). De esta forma los residuos organicos quedaran anclados covalentemente a las paredes
internas y externas del material. Gracias a que las funcionalidades organicas forman parte de
la superficie de la matriz de silice, la oclusiéon de los poros no puede tener lugar, ademas de
obtener una distribucion de los grupos funcionales mas homogénea a lo largo de las paredes
del material.

a)

+@®-Si(OR);

H' oo / OH s ‘

Figura 1.11. Rutas de funcionalizacién de MSNs con organosilanos terminales tipo R-Si(OR); (R = grupo

organico funcional). Funcionalizacion post-sintesis (a) y funcionalizacién por co-condensacién (b).
. . 168
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Una modificacidn de éste método consiste en afiadir el agente funcionalizante una vez
llevada a cabo la policondensacidon del TEOS (co-condensacién retardada). Esto permite la
decoracién de la superficie de las nanoparticulas manteniendo el interior de los poros con
grupos silanol.

Una de las desventajas de esta ruta de sintesis es que el orden de la mesoestructura
disminuye a medida que se incrementa la cantidad de agente funcionalizante, llegando a
generar productos totalmente desordenados e incluso morfologias no deseadas. Por ello, la
cantidad de R-Si(OR); no suele exceder el 40 % mol. Debido a las diferentes velocidades de
hidrodlisis y condensacion de precursores y organosilanos, es posible observar que la cantidad
de estos ultimos en la estructura porosa final es menor que la que corresponderia a la
concentracién inicial. Esto se atribuye a que el aumento en la concentracién del agente
funcionalizante favorece las reacciones de homocondensacion, no pudiendo asegurar la
homogénea distribucién de estos grupos en las paredes de la matriz. La extraccidon por
intercambio idnico es la mas adecuada para este tipo de sintesis ya que la calcinacidn llevaria a
la eliminacién tanto del agente director de estructura como de los grupos organicos anclados a
las paredes de la matriz de silice.

1.2.3. Estabilidad coloidal de las MSNs

Un aspecto crucial en el disefio de nanoparticulas para su aplicacion en medicina es el
control de su estabilidad coloidal. Las MSNs deben mostrar una buena dispersién en
disoluciones acuosas para conseguir la minima agregacidon posible y reducir las uniones
inespecificas con biomoléculas o sustratos. Existen dos métodos para ajustar las propiedades
de la superficie de las MSNs; la unién covalente con los grupos silanol de las nanoparticulas, o
bien la adsorcién en la superficie de las MSNs de polimeros u otros agentes por interacciones
electrostaticas o de Van der Waals."”>'’® La adsorcidn de agentes estabilizantes en la superficie
de las MSNs puede verse comprometida en medios bilégicos, debido que los componentes
presentes en este tipo de sueros podrian desplazar el recubrimiento si presentan una mayor
afinidad por la superficie de las nanoparticulas que el propio agente estabilizador. La unidn
covalente a la superficie con compuestos organicos alcoxisililados (R-Si(OR);) es el método mas
usado ya que su unidn es mas fuerte frente a la degradacion, y reduce el nimero de silanoles
en superficie y por tanto la agregacién irreversible ya comentada en apartados anteriores.

Algunos de los grupos funcionales mas usados para modificar la superficie y conferir
estabilidad a las nanoparticulas, son los grupos amina, carboxilato, , fosfonato, e incluso la
incorporacién simultdnea de estos grupos.'”’ La estabilidad viene determinada mediante la
repulsion electrostatica entre las superficies de las nanoparticulas, que puede prevenir o
inducir la agregacién. Un problema que presenta este tipo de funcionalizaciones es su
dependencia del pH, el cual puede variar la carga electrostatica superficial e inducir la
agregacion al disminuir la repulsidon entre particulas. Algunos autores establecen valores de
potencial limite entre los cuales la estabilidad de las particulas no estd garantizada,
comUnmente entre los 30 mVy =30 mV.'”®
El uso de MSNs en aplicaciones biomédicas implica que las nanoparticulas entren en

7% E| agente de funcionalizacién més estudiado para lograr

contacto con medios seroldgicos.
estabilidad en este tipo de medios es el poli(etilenglicol) (PEG), ya que su caracter neutro,

hidrofilico y flexible reduce la adhesion de las opsoninas presentes en el plasma sanguineo,
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haciéndolo “invisible” a los fagocitos."’®**

Wang y colaboradores describieron la modificacion
de la superficie de las MSNs con un derivado de PEG unido a un fosfolipido para aumentar la
estabilidad de las particulas, observando un tamafio constante (200 nm) durante 24 h en PBS
ademds de una reducida adsorcién inespecifica de proteinas sobre las nanoparticulas.*®! Otro
estudio llevado a cabo por Haynes y colaboradores muestra la estabilidad a corto y largo plazo
de MSNs recubiertas con PEG (MSN-PEG) y sin recubrimiento, en funcion del método de
extraccion y lavado (dialisis o centrifugado), en diferentes medios y temperaturas.'®”> En este
trabajo se muestra que las MSN-PEG sometidas a un tratamiento hidrotermal (50 2C durante
20 h) poseian una excelente estabilidad coloidal a tiempos largos en medios bioldgicos a
temperatura fisiolégica ademas de una captacion reducida por parte de los macréfagos, lo que
hace de ellas unas excelentes candidatas para aplicaciones biomédicas.
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Figura 1.12. Curvas de potencial -pH de MSNs estabilizadas a pH fisioldgico mediante interacciones
electrostaticas con PEI (derecha), y MSNs funcionalizadas con grupos amina (izquierda) las cuales no son

cinéticamente estables debido a su carga superficial a valores de pH fisioldgico. Reproducido con
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permiso de 78,

El secado de las MSNs puede ser beneficioso en términos de transporte, pesado y
almacenamiento siempre y cuando no conlleve la agregacién irreversible (como ocurre en los
procesos de calcinacidn), asegurando asi la estabilidad coloidal de las nanoparticulas tras su
redispersion. Existen trabajos que aseguran la viabilidad del secado y posterior redispersién de
las MSNs aunque conlleva un proceso de sintesis complicado, en especial cuando se trata de
MSNs con multiples funcionalidades o pasos de funcionalizacién.'® Asi pues, ajustando las
propiedades de la superficie es posible lograr no solo la reduccidn de la agregacién de las
nanoparticulas, si no también reducir las interacciones inespecificas y conferir alta estabilidad
en medios biolégicos.

1.2.4. MSNSs en administracion controlada de farmacos

Los primeros estudios de liberacion de farmacos desde materiales mesoporosos de
tipo MCM-41 fueron llevados a cabo por el grupo de Vallet-Regi en el afio 2001."° En este
trabajo se investigaron diferentes estrategias para la adsorcion de ibuprofeno por
impregnacion en las paredes de silice del material en funcién del tamafio de poro y su perfil de
liberacion. Los resultados indicaron que no hay dependencia del tamafio de poro en la
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liberacion y que la difusién de ibuprofeno al exterior es sostenida en el tiempo (hasta 70 h). La
liberacion sostenida de moléculas bioactivas desde este tipo de materiales permite mantener
una dosis constante en el tiempo y reducir la frecuencia de las dosis, lo que implica una mayor
seguridad en la administracion respecto a los métodos tradicionales.'®*®

La superficie de los poros de los materiales de silice mesoporosa es la responsable de
la adsorcién de farmacos, por lo que modificar esta superficie con grupos funcionales permite
modular las interacciones firmaco-matriz para su aplicacién en ACF.”**'° Debido a la
naturaleza “dura” de las MSNs estas son resistentes a disolventes organicos y por lo tanto
apropiadas para alojar moléculas hidrofébicas en su interior. Esto es especialmente
interesante ya que la mayoria de farmacos antitumorales tienen un marcado caracter

87 Ademas

hidrofdbico, lo que requiere el uso de disolventes organicos para la carga de MSNs.
la silice puede ser funcionalizada para optimizar la interaccidn farmaco-nanotransportador
frente a la interaccién farmaco-disolvente, y utiliza asi el medio organico con mayor capacidad
de solubilizar el farmaco requerido. Respecto a la carga de farmacos hidrofilicos, la retencion
se puede llevar a cabo por interacciones electrostaticas o enlaces de hidrégeno decorando las

paredes del material con grupos funcionales que interaccionen con dichos farmacos, lo que

permite aumentar la cantidad de agente terapéutico retenido en su interior y modular la
12,191

liberacion de los mismos.

Ibuprofen monomers—matrix interaction Ibuprofen dimers—matrix interaction
b)

@ carbon

@ oxygen
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Anionic Ibuprofen—-amino-functionlized matrix interaction

Figura 1.13. Posibles interacciones ibuprofeno-MSNs. a) El ibuprofeno puede unirse a la superficie de las
MSNs sin funcionalizar (rica en grupos silanol) mediante enlaces de hidrégeno debido a su grupo acido
carboxilico (derecha) o bien fisisorbido como dimero en la superficie (derecha). b) Las MSNs
funcionalizadas con grupos amina pueden retener ibuprofeno mediante fuertes interacciones
electrostaticas entre el grupo carboxilato del ibuprofeno y los grupos amonio de la supeficie.
Reproducido con permiso de 2,
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I.3. Nanotransportadores estimulo-respuesta

Uno de los retos mas importantes en el desarrollo de MSNs es la liberacién de agentes
terapéuticos mediante el control por parte de determinados estimulos. La gran variedad de
estimulos existentes y aplicables en medicina hacen posible elegir el mas conveniente en funcién

de las caracteristicas de la patologia que se desea tratar.'*

Una de las grandes ventajas que
presentan las MSNs en este tipo de sistemas es la estructura mesoporosa ordenada que
presentan algunos de estos materiales. En concreto, la estructura del MCM-41 con canales
individuales, no interconectados y organizados en formacién hexagonal hace que existan solo
dos aberturas en cada poro. Esto facilita la retencion de farmacos puesto que al tapar ambas
aberturas las moléculas adsorbidas no pueden escapar del interior de la matriz de silice.”® La
estrategia mas usada para la retencién de los fdrmacos en el interior de las MSNs es el uso de
compuertas o tapones moleculares mediante el anclaje de moléculas organicas en la apertura de
los poros.’* Estas compuertas moleculares pueden abrirse de forma irreversible mediante la
aplicacién de un estimulo, que rompa o degrade la propia estructura de la compuerta o su
enganche con la matriz mesoporosa. También es posible crear sistemas “on/off” utilizando
compuertas en las que el estimulo induce un cambio reversible (conformacional, de
formacién/ruptura de enlaces o acoplamiento/desacoplamiento) que active la liberacién de la
carga “a demanda” solamente bajo la aplicacion del estimulo adecuado.

La clasificacion de nanotransportadores estimulo-respuesta mas establecida en la
literatura se realiza en funcidn del tipo de estimulo que facilite la liberacion del contenido de los
transportadores. Estos pueden ser internos, cuando provienen del interior de la célula o su

entorno (cambios de pH, procesos redox o enzimaticos, etc.) o externos, como por ejemplo
20,195-201

campos magnéticos alternos, luz o ultrasonidos entre otros.
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Figura 1.14. Esquema de tipos de estimulos externos e internos capaces de inducir una respuesta que
provoque la liberacién de los fdrmacos alojados en el interior de las MSNs.
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En los microambientes tumorales la cantidad de oxigeno disminuye a medida que se
penetra en el tumor lo que resulta en hipoxia, aumentada ademadas por la baja perfusién
existente en el interior tumoral. Esto también genera altas concentraciones de CO, y acido
lactico, que producen una acidificacién de la matriz extracelular. Como consecuencia de estas
condiciones, la concentracién y naturaleza de ciertas enzimas también varian en funcién de la
localizaciéon en el tejido tumoral. Estos factores son los que los nanotransportadores sensibles a
estimulos internos pueden explotar para disparar la liberacién de su carga citotdxica en el
tumor. Entre los estimulos internos mas explorados en la fabricacion de nanodispositivos
estimulo-respuesta se encuentra el accionado mediante el pH acido presente en las matrices
extracelulares tumorales y ciertos orgdnulos. Aprovechando estas condiciones, Stoddart y
colaboradores fueron capaces de fijar a la superficie de las MSNs unas valvulas compuestas de
rotaxanos y pseudo-rotaxanos. Estos complejos se disociaban por el cambio en su carga
electrostdtica a ciertos valores de pH, permitiendo la apertura de los poros vy la liberacién de la
carga.”®

Otro de los estimulos internos mas usados es el glutatién. Este tripéptido de caracter
reductor se encuentra de manera natural en el cuerpo humano y es capaz de romper enlaces
disulfuro (S-S). El interior de las células contiene mayores concentraciones de glutation (GSH)
que el entorno extracelular (de 2-20 uM en el torrente sanguineo se incrementa hasta 0.5-
10mM en el medio intracelular). Este hecho confiere un mayor ambiente reductor dentro de las

203 Esta diferencia de

células y la posibilidad de usarlo como disparador de la liberacion.
concentraciones fue aprovechada por Feng y colaboradores anclando cadenas poliméricas
lineales a la superficie de MSNs y la posterior unidn de esas cadenas entre si mediante
interconectores con grupos ditiol (HS-R-SH). El recubrimiento polimérico presente en la
superficie de las particulas actia como barrera de difusién impidiendo la salida del farmaco al
exterior. La adicién de ditiotreitol (DTT) como equivalente de GSH rompe los enlaces disulfuro
degradando la cobertura polimérica, dejando escapar la carga al exterior.”® La estrategia
seguida por Luo et dl. fue el uso de cadenas coldgeno bifuncionales que permiten la formacién
de grupos ditiol fragmentables en la superficie de las MSNs con moléculas de guiado en el
extremo contrario.'*

Los nanotransportadores disefiados para liberar su carga mediante estimulos internos
pueden sufrir cierta degradacién antes de alcanzar el tejido objetivo. Esto supone un riesgo de
toxicidad durante el trayecto hasta la zona tumoral. Sin embargo, los nanotransportadores
sensibles a estimulos externos presentan una mejora en cuanto al control de su aplicacién. Estos
pueden focalizarse en la zona tumoral y asi evitar la activacion prematura de la liberacion alli
donde no se aplica el estimulo. Los dispositivos controlados por estimulos externos no dependen
de las condiciones intracelulares o de los tejidos circundantes (pH, enzimas, condiciones
reductoras). Por ello la liberacién prematura de la carga citotoxica estd impedida hasta el
momento en el que se aplique el estimulo correspondiente. Un inconveniente de este tipo de
estimulos, es que deben ser capaces de traspasar o propagarse hasta el tejido tumoral objetivo.
Por ello, su aplicacién estad condicionada por la localizacién de la zona corporal a tratar. En el
caso de tumores localizados en los tejidos mas profundos, la terapia con campos magnéticos
alternos (CMA) es una opcion muy adecuada debido a su alta penetrabilidad en los tejidos.
Ademas, es posible realizar el tratamiento de tumores por hipertermia magnética, ya que la
aplicacion de un campo magnéticos alterno induce el calentamiento de nanoparticulas

magnéticas.'>*%
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Existen multitud de procesos a escala molecular y nanométrica controlados por la
temperatura: cambios conformacionales, ruptura o formacidn de enlaces, cinéticas de liberacion
y diferencias de solubilidad entre otras. Esto se suma al hecho que el incremento de la
temperatura en los tumores induce una muerte celular mayor que en tejidos sanos. El
tratamiento de tumores mediante el aumento de la temperatura del tumor (hipertermia o

14 para ello

termoablacién) mediante nanoparticulas fue introducido por Jordan et dl. en 2003.
se usaron suspensiones coloidales de nanoparticulas superparamagnéticas de éxido de hierro
(SPION), las cuales son capaces de disipar energia térmica en respuesta a un campo magnético
alterno. Esta funcionalidad se puede incluir en el interior de las MSNs o en la superficie,
actuando como fuente de calor y/o compuerta, como se desarrollard en mayor detalle en el
siguiente apartado. Los primeros en demostrar una liberacidn controlada mediante CMA de
moléculas modelo desde MSNs con fueron Thomas y colaboradores en 2010.%% En este trabajo,
se incluyeron nanoparticulas de 6xido de hierro dopadas con zinc en el interior de MSNs. El
confinamiento del fdrmaco se llevé a cabo mediante el recubrimiento de la superficie con unas
nanovalvulas compuestas por un anillo macromolecular (cucurbit[6]uril) cuyo interior enhebra
mediante fuerzas electrostaticas en un vastago molecular, que se encuentra anclado a la
superficie de las MMSNs. Al aplicar un campo magnético alterno, las SPION generan calor
suficiente para romper las interacciones entre el anillo y el vastago, lo que supone la liberacion
efectiva de la molécula modelo alojada en la matriz de silice.

I1.3.1.  Sistemas de liberacion de farmacos mediante estimulo magnético

Entre los nanotransportadores inteligentes empleados en la liberacién controlada de
farmacos, aquellos que responden a campos magnéticos alternos han sido ampliamente
estudiados en biomedicina debido a caracteristicas como su naturaleza no invasiva y alta
penetrabilidad en tejidos.””” Existe ademas la posibilidad de aplicar estos dispositivos en
tratamientos de hipertermia intracelular mediada por nanoparticulas magnéticas, ya que son
capaces de disipar energia térmica bajo la aplicacion de un campo magnético alterno. El
incremento de temperatura induce una mayor muerte celular en los tejidos tumorales que en
los sanos.”® El calentamiento localizado puede aumentar la citotoxicidad de los farmacos
alojados en el interior de los poros activando el sistema inmune para emitir sefiales de peligro,

induciendo mayor mortalidad y necrosis celular.?®"*

Esta sinergia entre la actividad del
farmaco y el calentamiento eleva la muerte celular y puede localizarse en la zona tumoral
mediante la vectorizacién (activa o pasiva) de este tipo de nanotransportadores, reduciendo asi
la toxicidad sistémica en el huésped.”*?

La libreria de materiales magnéticos susceptibles de emplearse en hipertermia
magnética (HM) es enorme, de manera que deben tomarse en cuenta varios factores como su
estabilidad coloidal o biocompatibilidad entre otros, para cumplir los requisitos seguridad para
su uso en medicina.”™ En este sentido, las nanoparticulas de 6xido de hierro se han erigido como
las candidatas mas importantes en el campo ya que son facilmente funcionalizables, presentan
una buena biocompatibilidad y pueden ser totalmente metabolizadas en organismos vivos.'%**?
En las ultimas dos décadas la eficacia de las SPION en aplicaciones como agentes de contraste en
resonancia de imagen y como transportadores de biomoléculas (farmacos, acidos nucleicos o
péptidos) a érganos especificos de manera controlada, ha sido ampliamente estudiada.'**'***

Para estas nuevas aplicaciones se requiere la modulacion de las propiedades fisico-quimicas de
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la superficie de las SPION que permitiran superar las barreras bioldgicas innatas del organismo
contra la administracién de cuerpos exégenos. El tamafo y su uniformidad, la carga
electrostdtica, las moléculas de recubrimiento y la adsorcién de proteinas en el plasma son los
criterios mds importantes a tener en cuenta en el disefio de estos nanodispositivos para
controlar de manera efectiva la biodistribucién y la farmacocinética de los mismos en un
organismo vivo.”

Las propiedades de las nanoparticulas magnéticas dependen de la estructura cristalina
del material y de los &tomos que la componen. A medida que se reduce el tamafio de grano de
un material magnético macroscépico los efectos de superficie son mas significativos, puesto que
la relacion entre el nimero de dtomos en superficie y el nlcleo se incrementa. Es por ello que las
propiedades como la anisotropia magnética, momento magnético por atomo, la temperatura de
Curie, y el campo coercitivo pueden ser diferentes de las del material masivo.?'® Los tamafios
habituales de nanoparticulas magnéticas para aplicaciones médicas se situan entre los 10 nm y
los 50 nm, donde normalmente tienen un Unico dominio magnético para minimizar su energia
magnética, lo que supone un comportamiento superparamagnético por encima de cierta
temperatura (temperatura de bloqueo, Tg).

En el estado superparamagnético, los momentos magnéticos de cada nanoparticula
cambian continuamente de orientacion por encima de la Tg. Al aplicar un campo magnético las
SPION responden rapidamente sin mostrar remanencia (magnetizacion residual) ni coercitividad
(el campo magnético necesario para llevar la magnetizacion a cero). La ausencia de remanencia
y coercitividad se comprueba mediante magnetometria de muestra vibrante (VSM) donde la
histéresis de la curva de magnetizacion es casi nula. Variando el campo magnético aplicado a la
muestra se obtienen curvas de magnetizacidn, caracteristicas de cada tipo de material
magnético (figura 1.15.a) Asi pues, el superparamagnetismo de las SPION es muy util en
aplicaciones biomédicas puesto que al no retener el magnetismo (al contrario que los imanes
permanentes) al término de la aplicaciéon del campo magnético, apenas existe tendencia a la
agregacion de las nanoparticulas por interacciones entre ellas.
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Figura 1.15. (a) Curvas de magnetizacion en funcién del campo aplicado para diferentes tipos de
materiales. La respuesta magnética de un material superparamagnético se caracteriza por la ausencia de
histéresis y sus altos valores de magnetizacion de saturacion (Ms). (b) Esquema de los mecanismos de Néel
y Brown responsables del calentamiento inducido mediante la aplicacién de un CMA.

La disipacién de energia térmica se consigue sometiendo a las SPION a un campo

magnético alterno, donde el proceso de inversidn de la direccion de la magnetizacidén causa las

219

pérdidas en forma de calor.”” Se consideran dos mecanismos que pueden contribuir en
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diferente medida al calentamiento, estos son los mecanismos de relajacidon de Néel y Brown. La
disipacion de calor de las SPION esta causado por el retraso en la relajacidon de los momentos
magnéticos, bien a través de su rotacién dentro de las nanoparticulas (relajacion de Néel), bien
de la rotacién de la nanoparticula sobre si misma (Brown) cuando se exponen a un campo
magnético alterno con una velocidad de inversiéon (frecuencia) mayor que la relajacién
magnética de las particulas.””® El mecanismo de relajacion de Néel esta presente aun cuando las
particulas no pueden rotar fisicamente, sin embargo el de Brown implica la rotacién fisica de las
nanoparticulas, con lo que sélo contribuye al calentamiento cuando éstas son libres de rotar, es
decir, cuando se encuentran en un medio liquido (figura 1.15.b). La velocidad de inversion de los
momentos magnéticos en estos mecanismos depende de las caracteristicas de las
nanoparticulas (tamafio y distribucién de tamafios) y del campo aplicado (frecuencia vy
amplitud), asi como de la viscosidad del medio en el que se encuentren.

La capacidad de generar calor de las nanoparticulas magnéticas en combinacién con
matrices de silice mesoporosa, convierte a estos materiales en candidatos excelentes para el
desarrollo de nanotransportadores estimulo-respuesta para ACF. Existen diferentes
aproximaciones para incluir las SPION como termosemillas en este tipo de dispositivos. Los
métodos mas usados son la impregnacidon de los precursores magnéticos, la encapsulacion
asistida por aerosoles, microemulsiones o mediante la previa transferencia de fase de medio

221722 na de ellas

organico a disolucién acuosa antes de su recubrimiento con silice mesoporosa.
es la incorporacién al nanotransportador de las SPION como compuertas moleculares mediante
el anclaje de una funcionalidad termosensible entre estas y la superficie de las MSNs. Para ello
Ruiz-Herndndez et dl. desarrollaron un nanodispositivo sensible a CMA mediante el uso de
SPION como compuertas a través de la hibridacion/deshibridacidén de cadenas complementarias
de ADN,?*® lo que ademas permite funcionar al sistema como un dispositivo pulsatil, pudiendo
“encender y apagar” la liberacion de un farmaco modelo. Otra posibilidad explorada es el uso
enlaces termolabiles en la unién entre la matriz que retiene la carga farmacoldgica y un tapdn
molecular. De esta manera, al aplicar el CMA el calentamiento inducido da lugar a la ruptura del
enlace sensible temperatura y por lo tanto a la liberacion de la carga del dispositivo.””**®

En esta tesis doctoral se ha estudiado el recubrimiento de la superficie de las MMSNs
con co-polimeros termosensibles, que actdan como compuerta para liberar la carga
dependiendo de la temperatura del medio (articulos 1, 2 y 3). Este tipo de sistemas se basan en
la capacidad de la cobertura polimérica para cambiar de una fase hidrofilica (expandida) a una
fase hidrofdbica (contraida) de forma reversible cuando la temperatura del medio estd por
encima de su temperatura de transicion (temperatura critica minima de disolucion, o LCTS por
sus siglas en inglés). Se escogieron co-polimeros basados en NIPAM debido a que su
temperatura de transicion hidrofilico/hidrofébico (32 2C) es cercana a la temperatura corporal
(37 2C).*® Ademds, la introduccién de mondmeros hidrofilicos en la estructura del polimero
induce un aumento de la temperatura de transicion, debido a que existen un mayor nimero de
interacciones con las moléculas de agua. Los recubrimientos poliméricos de MSNs proveen
ademas de mayor estabilidad coloidal, posibilidad de anclado de moléculas de vectorizacién y
mayores tiempos de circulacién en el torrente sanguineo, las cuales son caracteristicas

2,230,231 e s ,
32230231 como se describird mas adelante,

importantes para posibles aplicaciones en ACF in vivo.
la liberacién de las moléculas atrapadas en el interior dependera de la conformacion y la
densidad del recubrimiento polimérico, caracteristicas que pueden ser moduladas mediante el

uso de mondmeros hidrofilicos y mondémeros de entrecruzamiento, respectivamente.
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I.4. Generacion in situ de agentes citotoxicos

La quimioterapia tradicional es efectiva en el tratamiento de tumores sélidos, pero
tiene riesgos asociados debido a su poca especificidad y alta toxicidad. Ademads, los
tratamientos se prolongan durante largos periodos, por lo que son muy nocivos para el
paciente. De igual manera, en un tratamiento con nanoparticulas la retencién de los farmacos
en el interior de los nanodispositivos es de vital importancia. En los dispositivos estimulo-
respuesta la retencion de farmacos en su interior puede verse comprometida por la eficacia de
las compuertas moleculares que actian de barrera de difusién en la superficie de las MSNs.
Para evitar que una liberacién prematura cause una toxicidad sistémica no deseada se pueden
usar profarmacos que resulten inocuos durante el transporte hasta la masa tumoral, en lugar
de transportar especies citotdxicas activas.

Una definicién amplia clasifica a los profarmacos como sustancias farmacoldgicas
inactivas hasta que son metabolizadas in vivo, dando lugar a metabolitos con actividad
terapéutica. La aproximacién mas general es la de modificar quimicamente los farmacos
activos haciéndolos bioldégicamente inertes, hasta que su transformacién libere el agente
terapéutico activo.”*’ Estos profarmacos se pueden disefiar mediante la unién covalente Iabil
de la forma activa a un agente de vectorizacidn que transporte el profarmaco hacia antigenos
especificos, transportadores de péptidos o enzimas que estén sobreexpresados en tejidos o
células cancerosas. Una vez alli, el grupo funcional Iabil se degrada mediante la accién del
agente disparador, como cambios de pH o enzimas, liberando la forma activa del farmaco e
induciendo la muerte de las células tumorales.”*?

Profarmaco Agente de vectorizacion: a )

- Aptamero
Péptido

- Acido félico

- Anticuerpo

Vector
génico

Enlace labil

enzimas \

Activacion
Profarmaco

<f¢

Administracion

sistémica de =
Profarmaco Jansiormacion
Quimica/Enzimatica Q

Bystander Effect

Figura 1.16. Terapias basadas en el uso de profdrmacos. a) El vector génico inserta su ADN en las células
tumorales para que estas expresen enzimas especificas que rompan el enlace labil que libera el farmaco
al medio celular (GDEPT). b) El agente de vectorizacion hace que el profarmaco se acumule
preferentemente en las células tumorales, donde el profarmaco se ve transformado en su forma activa
por degradacion de su enlace labil, bien por reacciones quimicas (pH, glutation) o bien por enzimas
sobreexpresadas por las células tumorales.
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Entre las estrategias mas estudiadas en el disefio de profdrmacos se encuentra la
citada activacién mediante enzimas especificas presentes en ambientes tumorales. Sin
embargo existen ciertas restricciones a este tipo de terapias, como las bajas concentraciones
de estas enzimas en las células cancerosas. Ademdas, muchos de ellos carecen de enzimas
enddgenas que los activen, y tan solo unas pocas de ellas han probado ser eficaces en la
activacion de profdrmacos. Otro de los problemas en este campo es la limitada la cantidad de
tumores humanos que sobreexpresan estas enzimas especificas.”® Para solventar estas
limitaciones se han desarrollado dos aproximaciones diferentes. La primera se basa en la
administracién de la enzima catalitica conjugada a un anticuerpo especifico para el tumor a
tratar. Una vez el conjugado se encuentra acumulado en el tumor, se administra el profarmaco
que resulta inerte hasta su activacién por parte de la enzima (terapia enzima-profarmaco
dirigida por anticuerpos, ADEPT).”** La segunda consiste en la administracion de un gen que
induzca la produccién de la enzima activadora en el tumor, seguido de la administracién del
profarmaco de forma sistémica (terapia enzima-profarmaco dirigido por genes, GDEPT).”*®
Ambas terapias han demostrado ser eficaces para la activaciéon de profarmacos en las células
tumorales, pero presentan algunos inconvenientes como la degradacion de los componentes
in vivo mediante enzimas proteoliticas, la inhibicién de la vectorizacion hacia el tumor por la
presencia de antigenos en sangre o la activacién de una respuesta inmunoldgica en el caso de
emplear ciertos virus como vectores para la transfeccion génica.”*’

Para subsanar estos problemas, en esta tesis doctoral se desarrolld un
nanotransportador capaz de generar especies citotdxicas una vez acumulado en el espacio
confinado de células tumorales (articulo 4). El dispositivo se basé en MSNs, las cuales se
encuentran funcionalizadas para retener en su interior el profarmaco acido indol-3-acético
(IAA). Estos grupos funcionales se utilizaron ademds para llevar a cabo el anclaje de la enzima
de origen vegetal HRP (responsable de la activacion del IAA) en su superficie. La
transformacion del profarmaco da lugar a especies de oxigeno reactivas (ROS) que son capaces
de producir la muerte de células tumorales dafiando la membrana y el ADN. La enzima HRP no
es inmunogénica ni toxica y no se encuentra presente en el cuerpo humano, por lo que el IAA
solo puede ser transformado en la zona tumoral donde se acumule el nanotransportador.

El anclaje directo de enzimas en superficie normalmente produce una reduccion
significativa en su actividad, debido al bloqueo del sitio activo o cambios conformacionales en
la enzima durante el proceso de unién.”® En general, las proteinas suelen presentar baja
estabilidad en medios bioldgicos debido a la presencia de proteasas u otros agentes
agresivos.”*® Para superar estas limitaciones, la proteccién de la HRP se llevé a cabo mediante
su inclusién puntual en una capsula polimérica. Este recubrimiento impide la accidn de las
proteasas sobre las enzimas encapsuladas, permitiendo ademas el anclaje a la superficie de las
MSNs y a la vez preservar su actividad catalitica por mas tiempo. La estrategia de sintesis y la
caracterizacién se encuentran recogidas y ampliadas en el capitulo de resultados y discusidon
(seccion 11.2).
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I.5. Obtencion de nanocapsulas de polidopamina

Las cdpsulas son contenedores con una carcasa sélida cuyo interior estd vacio. Poseen
aplicaciones como microreactores, sensores, organulos artificiales o transportadores de

0 para su uso en ACF deben mostrar buenas cualidades en cuanto a tamafio, forma

farmacos.
y carga superficial, mencionadas en el apartado 1.1.2.2. Junto a estos factores se encuentra
también la flexibilidad del nanotransportador que esta directamente relacionada con la
capacidad de absorcién celular. Las particulas y macromoléculas son absorbidas por las células
mediante endocitosis, que controla de manera precisa la respuesta de las células a su
entorno.”*! Existen dos mecanismos mayoritarios de endocitosis, la fagocitosis y la pinocitosis.
El primero es el proceso usado para la absorcién de particulas de gran tamano donde las
células rodean con su membrana citoplasmatica las particulas sdlidas y las introducen al
interior celular. El segundo mecanismo de absorcién, la pinocitosis, es la via por la que se
absorben las particulas mas pequefias, fluidos o solutos por invaginacién de la membrana
citoplasmatica.”®* La fagocitosis por parte de las células mamiferas se lleva a cabo
principalmente por células especializadas como macréfagos, monocitos y neutrofilos. Este tipo
de células se encargan de eliminar patdgenos grandes tales como bacterias o levaduras,

ademas de restos de células muertas, depdsitos arteriales, etc.”®

Pinocytosis
Phagocytosis Macropinocytosis
(particle-dependent) (=1umj
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Figura I.17. Algunas vias de entrada en la célula mamifera. Las vias de endocitosis difieren en relacién al

tamafio de la vesiculas endociticas, la naturaleza de la carga (ligandos, receptores y lipidos) y el
. . s . . 243
mecanismo de formacién de la propia vesicula.

La capacidad de deformacion elastica de los nanotransportadores blandos dificulta la
fagocitacién del dispositivo por parte de los macréfagos. Asi pues, los dispositivo elasticos
sortean mejor al sistema inmune permaneciendo en el sistema circulatorio durante periodos
mas largos, aumentando las posibilidades de éxito de la vectorizacién.’** La metodologia mas
extendida para la obtencién de cdpsulas de naturaleza blanda es el uso de polimeros o lipidos.

Dentro de la variedad de procesos de fabricacidn existen dos aproximaciones
generales para la obtencion de capsulas poliméricas: sin el uso de plantillas (o moldes) para la
formacién de la capsula y mediante el uso de plantillas sobre las que formar el recubrimiento
polimérico. En los métodos sin moldes se aprovechan las propiedades de autoensamblado de
diferentes moléculas para formar las capsulas requeridas. Un ejemplo representativo es la
formacién de los llamados polimerosomas. Estas vesiculas pueden ser consideradas andlogos
poliméricos de los liposomas ya que se valen de las propiedades de co-polimeros anfifilicos
que se organizan para formar estructuras supramoleculares esféricas con un nucleo acuoso
encerrado por la formacidn de una bicapa. De esta manera, se puede modular la composicidn
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de la membrana para obtener diferentes funcionalidades en la superficie exterior usando
diferentes co-polimeros de bloque e incluso mezclas de ellos.™

a)
Blogue Autoensamblado
hidrofilico >

Bloque

hidrofébico

Polimersoma

Recubrimiento Eliminacién

polimérico de Plantilla

Plantilla Intermedio Capsula
(Nucleo) Nucleo-Corteza Polimérica

Figura 1.18. Estrategias de fabricacion de capsulas poliméricas. Autoensamblado de capsulas poliméricas
mediante co-polimeros de bloque (a) y fabricacion de capsulas poliméricas mediante el uso de plantillas

(b).

El uso de plantillas para generar cdpsulas poliméricas es probablemente Ia
aproximacion mas extendida para la obtencién de este tipo de materiales.”* Existen multitud
de métodos diferentes en funcidn de los mecanismos de formacién de la corteza polimérica y
el tipo de molde utilizado. De manera general, en esta aproximacién se genera un nucleo
(plantilla) sobre el cual se forma la cobertura polimérica, formando un intermedio
nucleo-corteza. A continuacién se lleva a cabo la eliminacion del nidcleo mediante métodos
fisicos o quimicos y posteriormente se carga con la sustancia requerida por difusion a través de
la corteza.

La eleccién de la plantilla asi como de la naturaleza del polimero son factores cruciales
para la fabricacién de capsulas con distintas propiedades y aplicaciones. De la eleccion del
nucleo dependerdn tanto el tamafio como la forma de las capsulas finales, y su eliminacion no
debe afectar a la estructura ni a la estabilidad de la corteza polimérica formada. Los moldes
son de muy diferentes naturalezas, pudiéndose clasificar en duros (NPs de silice, metalicas,
etc.) y blandas (polimeros o emulsiones).

Otro método interesante para la formacion de cdpsulas poliméricas es la
polimerizacidn sobre la superficie de la plantilla. En esta metodologia es necesaria la previa
funcionalizacion de la superficie del molde con grupos iniciadores (generadores de radicales) o
polimerizables (metacrilatos, acrilamidas, etc.). El crecimiento de las cadenas puede producirse
desde la superficie de la plantilla, lo que se denomina el método grafting from. Si el
crecimiento del polimero se produce en el seno de la disolucidon para mas tarde unirse a la
superficie de la plantilla, se denomina método grafting to. Estos tipos de crecimiento dan lugar
a diferentes estructuras y densidades de la corteza polimérica, lo que determina su
funcionamiento.
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2% En esta tesis

Para la formacién de la carcasa polimérica existen numerosas técnicas.
doctoral se ha desarrollado una nueva metodologia rapida y sencilla para la obtencién de
capsulas de polidopamina (PDA) mediante el uso de MSNs como plantilla en colaboracién con
el grupo de investigacion Nanostructured Functional Materials liderado por el Dr. Ruiz Molina.
La utilizacion de PDA se debe a sus excelentes caracteristicas en cuanto a adhesién a
superficies, biocompatibilidad y biodegradabilidad, lo que suscita un gran interés en
aplicaciones biomédicas.*” La utilizacidn de plantillas duras es la aproximacién mas usada para
la fabricacién de capsulas de PDA, en concreto el uso de nanoparticulas de silice compacta.
Esta metodologia requiere la utilizacién de productos quimicos muy agresivos y téxicos para
disolver la silice (p.ej. HF), lo que lo hace incompatible con incorporacién de funcionalidades

sensibles a estos agentes quimicos.

MSN PDA-Coated MSN PDA Capsules

‘ Fe,0, Nanoparticles “ Doxorubicin

Figura 1.19. Esquema de rutas sintéticas para la obtencion de cdpsulas de PDA (a) y cdpsulas de PDA
cargadas con SPION y doxorubicina.

El proceso desarrollado en esta tesis doctoral carece del uso de agentes quimicos
agresivos para eliminar la plantilla de silice. Esta metodologia permite la inclusién de agentes
terapéuticos, nanoparticulas e incluso ambas funcionalidades a la vez en el interior de las
capsulas de PDA. Los resultados (articulo 5) de los estudios de liberacion de farmacos y cultivos
celulares ponen de manifiesto la posibilidad de su aplicacion en ACF.
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Il. Resultados y Discusion

El objetivo de este capitulo es describir y discutir los aspectos metodoldgicos
implicados en la sintesis y caracterizacién de los materiales sintetizados. Las técnicas de
caracterizacion utilizadas seran brevemente descritas a continuacion (Anexo A) asi como la
informacién que brindan para analizar los resultados obtenidos en esta tesis doctoral. Los
detalles sobre los procedimientos sintéticos y los equipos utilizados estan recogidos en la
seccion experimental de los articulos a los que ha dado lugar esta tesis doctoral.

111.1. Sintesis de MMSNSs estimulo-respuesta para ACF mediante compuertas
poliméricas termosensibles

I.1.1. Sintesis de nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de hierro

I1.1.2. Inclusién de SPION en la matriz de nanoparticulas de silice mesoporosa

I1.1.3.Recubrimiento de MMSNs con polimeros termosensibles
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Il.1. Sintesis de MMSNs estimulo-respuesta para ACF mediante
compuertas poliméricas termosensibles

La figura Il.1 ilustra la ruta de sintesis general de estos materiales, la cual comienza con
la obtencidn de SPION por co-precipitacion. A continuacidn, las SPION se afiaden en una
solucidon de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) que actia como agente estabilizador y
director de estructura. La formacién de la matriz de silice mesoporosa se realiz6 mediante
hidrélisis basica y policondensacion de tetraetilortosilicato (TEOS) como fuente de silice para
formar las nanoparticulas con estructura mesoporosa. Previa funcionalizacién con
3-(Trimetoxisilil)propil metacrilato (MPS) para dotar de grupos polimerizables a la superficie de
las particulas, se procedid a la polimerizacién radicalaria en superficie de diferentes
proporciones y combinaciones de mondmeros (NIPAM/NHMA/MBA) o polimeros ya formados
como la PEI.

o CTAB NaOH
SPION
(H,0, CTAB)

2) Funcionalizacion (MPS)

=

3) Polimerizacion
radicalica
(NIPAM/PEI/NHMA/MBA)

MMSNPs MMNP@Polimero

Figura Il.1. Esquema general de sintesis de nanotransportadores magnéticos estimulo-respuesta.
I.L1.1.  Sintesis de nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de hierro

Las nanoparticulas superparamagnéticas pueden obtenerse por varios procesos fisicos
y quimicos. Dejando a un lado aquellos obtenidos por aproximacion “de arriba abajo” los
métodos mds usados implican la formacién de las nanoparticulas desde iones o precursores
moleculares. Esta aproximacién “de abajo arriba” permite modular la composicidn, el tamafio
y la forma, mediante el control de las condiciones de sintesis, obteniendo asi las propiedades
magnéticas deseadas. Dentro de las rutas sintéticas mds empleadas se encuentran la co-
precipitacion de sales de Fe**/Fe®', descomposicién térmica de complejos organometilicos,
hidrdlisis alcalina en disolventes polialcoholicos y tratamiento hidrotermal post-sintético (i.e., a
altas presiones). Todas estas estrategias utilizan el “modelo de LaMer” para interpretar la
formacién de las NPM y explicar las distribuciones de tamarfio obtenidas. Este modelo postula
que la precipitacion de las nanoparticulas estd gobernada por tres procesos diferentes:
nucleacidn, crecimiento del cristal y maduracién. Los métodos desarrollados para la sintesis de
estos materiales se basan en una rapida nucleacidon separada en el tiempo del proceso de
crecimiento del cristal, el cual se produce mediante la difusion de los reactivos hacia los
nucleos formados.

El método de sintesis de SPION utilizado en esta tesis doctoral es el de co-

2%8 Este método

precipitacion, el cual fue descrito por primera vez por Massart en 1981.
permite la fabricacion de SPION de una forma reproducible y en dispersiéon acuosa. En una
primera aproximacion, se disolvieron sales de cloruros de Fe?* y Fe*" en medio &cido (para

evitar la precipitacion temprana en forma de hidréxidos de hierro). A continuacién se produjo
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la precipitacion de ambas sales por la adicidon rapida de una base (NH,OH) siguiendo la
reaccion (1):

2Fe® + Fe?* + 8 OH™ — Fes0,+ 4 H,0 (1)

Este método permite la fabricacion de magnetita (Fe;0,) en medio acuoso a escala de
kilogramos, por lo que es muy usado en la industria, aunque el control de las condiciones de
reaccion debe ser minucioso puesto que la precipitacién se produce de forma instantanea. La
proporcién Fe*/Fe¥, el tipo de aniones en disolucion, el pH final de la disolucién, la
temperatura, la fuerza idnica, afectan a las caracteristicas de las nanoparticulas, incluidos
tamafio y forma. Una vez obtenidos los cristales de magnetita, se oxidé a maghemita
(y-Fe,0;) mediante la incorporacién de sales de nitrato de Fe*" en medio &cido. La exposicién al
oxigeno presente en el aire también lleva a cabo esta transformacién debido a que la
maghemita es el producto termodinamicamente favorable. El proceso de oxidacion se acelerd
empleando nitrato de hierro (ll) se realizé para asegurar la completa oxidacion de la muestra.
Normalmente, las nanoparticulas obtenidas por este método muestran formas irregulares y

tamafios entre 5-15 nm estabilizadas en medio acuoso a pH = 1.>*°

1) Fe(NO;) 59 H,0

1) NH,OH (25 %) H,0, 100 ¢C

FeCly6 H,0 (HCI)
+ >
FeC|2-4 Hzo (Hzo)

2) Lavado Acetona

2) Decantado 3) HNO; hasta pH 1

Fe;0, (H,0) v-Fe;05(H,0)
Figura I1.2. Ruta de sintesis de nanoparticulas de maghemita (y-Fe,03)

Otra de las sintesis por co-precipitacion exploradas fue la obtencidén de nanoparticulas
de Fe3;0, estables en medio organico (CHCl;) mediante la adiciéon acido oleico (OA) como
estabilizador. El OA actua como ligando mediante la coordinacidon de su grupo acido con la
superficie de las particulas, exponiendo su parte hidrofdbica al exterior y por tanto haciendo a
las SPION dispersables en cloroformo (OA-Fe3;0,). Asi pues, se obtuvieron SPION recubiertas de

250 Se

una densa monocapa de OA que protege a las particulas y ayuda a prevenir la agregacion.
comprobd en ambos casos que los difractogramas corresponden a cristales de dxido de hierro
y los perfiles de las curvas de magnetizacion, sin apenas histéresis, demuestran su naturaleza
superparamagnética. Ademads no se observan diferencias apreciables en la magnetizacién de

saturacidn entre ambas muestras.

FeCl;-6H,0 + FeCl,-4H,0 1) N, , 902C 1) Decantado
+ Acido oleico (AO) > >
J 2) NH,OH, 2.5 h 2) Adicion de CHCl,
NS TN, 3) Separacion

+H,0 fase acuosa/fase organica

AO-Fe;0, AO-Fe,0, (CHCl;)

Figura 11.3. Ruta de sintesis de nanoparticulas de magnetita (AO-Fe;0,)
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I.L1.2.  Inclusion de SPION en la matriz de nanoparticulas de silice
mesoporosa

Los procesos de encapsulacién de ambas muestras (y-Fe,0;, estable en medio acuoso y
OA-Fe;0,, estable en CHCIl;) son similares ya que se realiza un recubrimiento con CTAB previo a
la adicidn de TEQS, y por tanto a la formacidn de las MMSNs mediante el método sol-gel. En
ambos casos, las SPION actian como nucleos para el crecimiento de la matriz de silice, puesto
gue se observan los ndcleos magnéticos en el centro de la estructura mesoporosa.

En el caso de y-Fe,0;, el recubrimiento con el surfactante se forma al afiadirlo a la
mezcla de reaccién NaOH/CTAB. En las condiciones de pH basico del medio de reaccién (pH =
12) la carga superficial de y-Fe,0; es negativa, lo que permite el recubrimiento con CTAB
debido a interacciones electrostaticas entre la superficie de las NPs y la cabeza catidnica del
surfactante. El potencial { positivo (+35 mV) que muestran las nanoparticulas una vez
recubiertas indica la formacién de una bicapa de surfactante debida a las interacciones
hidrofdbicas entre las cadenas alquilicas de CTAB. A continuacion se procede a la adicién de
TEOS como precursor de silice. Este se afiade gota a gota sobre el medio de reaccién, se
hidroliza y policondensa sobre las micelas de CTAB el cual actia como agente director de
estructura, dando lugar a la formaciéon de MMSNs. Se realizé una comparativa entre el empleo
de dos bases diferentes para llevar a cabo la hidrélisis y policondensacidon de TEQS, una base
débil (NH,0H) y otra fuerte (NaOH). Los datos revelaron que la sintesis en NH,OH da lugar a
MMSNs de mayor tamafio que el obtenido con NaOH, por lo que se eligid esta ultima para la
encapsulacién de y-Fe,0; (255 nm y 75 nm respectivamente por DLS). La sintesis catalizada por
NaOH dio lugar a MMSNs con morfologia cuasi-esférica y varias SPION en su interior, como
revelan los datos de DLS y las imagenes de TEM obtenidas (figura 11.4). También se realizaron
estudios sobre la cantidad mdaxima de y-Fe,0; que se puede encapsular en la matriz de silice
mesoporosa con el objeto de alcanzar la maxima cantidad del componente magnético sin
perder tanto sus propiedades texturales, en cuanto a area superficial y volumen de poro, como
su tamanio y morfologia (articulo 1).

L] NaOH
—>
80 °C
TEOS, 2 h
°C°
Base
v-Fe,05(H,0)
pH=12 y-Fe,0,-CTAB NH,OH
(H,0) 30 2C

AMe -
T

Figura Il. 4. Recubrimiento de las SPION (hidrofilicas) en medio acuoso basico con CTAB y sintesis de
MMSNs con distintas bases.
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El método de encapsulacidon de las nanoparticulas de OA-Fe;0,, requiere un paso
previo de transferencia de la fase organica (CHCl;) a la fase acuosa para hacerlas dispersables
en el medio de reaccion donde se producird el crecimiento de la matriz de silice. Esta
transferencia de fase se consiguié mediante el goteo de las NPs dispersas en CHCI; sobre una
disolucién de CTAB en H,O bajo agitacién, ultrasonidos y a 40 - 60 2C, hasta que todo el
cloroformo fue evaporado. La estabilizacién en medio acuoso se da por las interacciones
hidrofdbicas entre las cadenas alquilicas del OA que recubre las nanoparticulas y la parte
hidréfoba del CTAB. Asi pues, se obtuvieron las nanoparticulas de OA-Fe;0, con un potencial T
positivo, lo que indica que el recubrimiento con el surfactante ha sido efectivo. El crecimiento
de la silice se llevé a cabo por co-condensacidon retardada mediante la adiciéon de
polietilenglicol-trialcoxisilano (PEG-Si) 15 min después de la policondensacidn de TEOS. De esta
manera se obtuvieron MMSNs (Fe;0,@SiO,) con un tamafio centrado en 50 nm (DLS, TEM)
con una o mas SPION en su interior.

°\/\/
CTAB, H,0 H,0 + NaOH
UItr:-Tson.ifios 652C
+ Agitacion
AO-Fe;0, (CHCly) OA-Fe;0,-CTAB NaOH + CTAB
(H,0) +AO-Fe;0,

: - (H,0)
Transferencia fase organica/fase acuosa

i) TEOS + EtOH
15 min

i) PEG-Si,2h

&\Si(OMe)s

Recubrimiento con silice mesoporosa

Figura I1.5. Transferencia de OA-Fe;0, de la fase orgdnica (CHCl;) a fase acuosa mediante el
recubrimiento con CTAB y sintesis de MMSNs con PEG en superficie mediante co-condensacion
retardada.

La determinacidn de hierro de ambas muestras se llevé a cabo mediante medidas de
magnetizacién por VSM, revelando un 47 % (en peso) de material magnético en la muestra
v-Fe,0;@Si0,, y un 10 % para la muestra Fe;0,@Si0,. Una mayor carga de hierro en la matriz
de silice supone una mayor capacidad de calentamiento bajo el mismo campo magnético
alterno, pero para su aplicacion en ACF han de tenerse otros factores en cuenta, como por
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ejemplo la estabilidad de las particulas o sus propiedades texturales. La muestra y-Fe,0;@SiO,
tiene buenas caracteristicas para su aplicacidon en ACF pero muestra tendencia a la agregacién,
probablemente debido a que carece de grupos estabilizantes en su superficie. La presencia de
grupos grandes de SPION inmovilizados en su nucleo puede aumentar las fuerzas dipolo-dipolo
interparticula, lo que puede inducir a la agregacion.”* Ademds, su gran contenido en hierro
hace que drea superficial disminuya y por tanto la capacidad de carga de farmacos. Por lo
tanto, la encapsulacién en matrices de silice mesoporosa de SPION permite obtener MMSNs
con diferentes caracteristicas dependiendo de la naturaleza de las nanoparticulas magnéticas
empleadas (tabla 11.1).

Muestra Ru (nm) Sger (m*-g™)
V—FEZO3@SiOZ 50-100 nm 747
Fes0,@Si0O, 78 -100 nm 1391

Tabla Il.1. Radio hidrodinamico (Ry) y area superficial (Sger) de las muestras y-Fe,0;@Si0,, y Fe;0,@Si0,

La utilizacién de SPION de y-Fe,0; (estables en medio acuoso), conduce a la obtencién
de cargas magnéticas mayores que aquellas que se encuentran estabilizadas en medio
organico. Sin embargo, se observd una disminucién notable del area superficial de la matriz
mesoporosa en relacion al aumento de la cantidad de SPION y tendencia a la agregacion. La
encapsulacién de SPION estabilizadas con acido oleico (OA-Fe;0,4) conlleva menores cargas
magnéticas aunque mejores propiedades texturales. Estas diferencias podrian deberse a que el
recubrimiento con CTAB es mas efectivo mediante las interacciones hidrofébicas entre las
cadenas alquilicas del surfactante y el OA, que las interacciones electrostaticas entre la cabeza
catidnica del CTAB y la superficie de las y-Fe,0s.

I.L1.3. Recubrimiento de MMSNSs con polimeros termosensibles

Los polimeros sensibles a estimulos se pueden clasificar como aquellos capaces de
cambiar la dimensidon de su cadena, su estructura secundaria, solubilidad o su asociacién
intermolecular. Las causas de los procesos que dan lugar a la respuesta son en general la
formacién o destruccidon de fuerzas intermoleculares (enlaces de hidrdogeno, interacciones
hidrofébicas o electrostaticas, etc.), las reacciones simples (p.ej. acido-base o redox),
gradientes osmoticos e incluso la degradacion de las cadenas poliméricas (polimeros
auto-inmolativos, hidrogeles). En este marco se encuadran los polimeros termosensibles, cuya
respuesta a la temperatura se puede describir mediante dos umbrales de temperatura en
funcién de la miscibilidad de los componentes (agua y polimero). Los polimeros son solubles
en cualquier composicidn por encima (UCST, upper critical solution temperature) y por debajo
(LCST, lower critical solution temperature) de ciertas temperaturas criticas. Para cortezas
poliméricas entrecruzadas la temperatura de transicion se denomina VPTT (del inglés volume

phase transition temperature).252
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Figura 11.6. Grafico de solubilidad de polimeros termosensibles en disoluciéon acuosa en funcién de la
concentracion y la temperatura.

En esta tesis doctoral se sintetizaron co-polimeros termosensibles basados en pNIPAM
para el recubrimiento de MMSNs. El uso de este tipo de polimeros se debe a que su
temperatura transicion hidrofilico/hidrofébico de 32 2C es muy cercana a la temperatura
fisiolégica. La sintesis de los polimeros llevada a cabo por via radicdlica, da lugar a redes
poliméricas con una ordenacidn de los mondmeros aleatoria. Los polimeros termosensibles asi
sintetizados se componen de una unidad repetitiva que contiene grupos hidrofilicos e
hidrofdbicos en su estructura. En el caso del pNIPAM el grupo hidrofilico corresponde al grupo
amida y el hidrofébico a los grupos isopropilo. EIl comportamiento termosensible del pNIPAM
se atribuye a que por debajo de su LCST el agua actia como buen disolvente y las cadenas
poliméricas se encuentran en forma lineal. Al superar la LCST, los enlaces de hidrégeno entre
el agua y el grupo amida se ven perturbados, por lo que las interacciones hidrofébicas entre
grupos isopropilo se tornan dominantes, y por tanto se produce el colapso de las cadenas
adoptando forma globular.?*

Hydrophilic coils Hydrophobic globules

Figura Il.7. Esquema del comportamiento reversible soluble/insoluble de polimeros termosensibles en
funcién de la temperatura. Por debajo de la LCST el polimero es hidrofilico (izquierda) y se encuentra
solvatado por las moléculas de agua. Por encima de la temperatura de transicidén (derecha), la pérdida
de agua provoca el colapso de las cadenas del polimero, el cual adquiere caracter hidrofébico.””

. . 254
Reproducido con permiso de
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Como ejemplo, una disoluciéon del polimero por debajo de la LCST es homogénea y
transparente, mientras que por encima de su LCST el polimero precipita y la disolucion se
enturbia. Este proceso de precipitacidon sucede porque es energéticamente mas favorable. En
términos termodinamicos, considerando la energia libre del sistema (AG) la separacion de
fases es mas favorable con el aumento de la temperatura debido al incremento en el término
de la entropia (— TAS) en la ecuacién 1. Concretamente, es la entropia del agua la que impulsa
la transicion, cuando el polimero se encuentra precipitado, el agua se encuentra en un estado

més desordenado y por tanto posee mayor entropia.”>

Este proceso es conocido como “efecto
de hidrofobicidad”, que describe la tendencia de las sustancias apolares a la agregacién en

disoluciones acuosas y excluir a las moléculas de agua.”*®

AG=AH-TAS (1)

Este tipo de polimeros ha sido ampliamente estudiado, encontrandose que su
temperatura de transicion puede ser modulada de forma precisa mediante la inclusion de
distintos mondmeros en su estructura. Estos monédmeros aumentan las interacciones de las
cadenas laterales con el disolvente (aumentar la LCST) o con otros segmentos del propio
polimero (disminuir su LCST).

Para el anclaje de las cadenas poliméricas a las MMSNs, es necesaria una
funcionalizacidon con grupos polimerizables por medio de radicales. Esto se llevéd a cabo
mediante la funcionalizacién post-sintesis con MPS antes de la extraccién del surfactante. De
esta manera, se consigue funcionalizar tan solo la superficie exterior de las MMSNs, dejando el
interior de los poros libre para no afectar a la capacidad de carga de farmacos.

1.1.3.1. Obtencion de recubrimientos termosensibles con capacidad de retencién
de farmacos y macromoléculas

Como primer objetivo se propuso la fabricacién de un dispositivo capaz de realizar una
terapia combinada con dos agentes terapéuticos diferentes bajo la aplicacién de un campo
magnético alterno. Para ello se planted la liberacidn de moléculas pequefias desde el interior
de los poros y una proteina modelo (el inhibidor de tripsina de soja tipo II-S, STI) adsorbida en
la corteza polimérica. A diferencia de la terapia con un solo agente terapéutico, la terapia
combinada puede atacar las células tumorales por diferentes vias e incluso sortear los
mecanismos de resistencia farmacoldgica asociados al tratamiento del cancer. Este tipo de
terapias suponen un efecto terapéutico mayor de los farmacos en combinacién frente a la
suma de los efectos de los farmacos individualmente.”’

Por lo tanto, se realizé un recubrimiento de MMSNs con NIPAM como mondmero
termosensible y PEl para dotar a la capa polimérica de capacidad de retencidon de
macromoléculas y lograr la doble liberacidon deseada. Este polimero poliaminado presenta gran
afinidad por determinadas proteinas y dcidos nucleicos mediante interacciones electrostaticas
o la formacidon de enlaces de hidrégeno. Ademds, su caracter policatiénico aumenta la
absorcién celular debido a las interacciones electrostaticas favorables con la superficie
negativa de la membrana celular, lo cual ayuda a mejorar la eficacia de la ACF. La PEIl se utilizd
también como iniciador de la polimerizacidn radicdlica mediante su reaccién con persulfato

258

amonico (APS).”" Para modular la retencién del STI, se realizaron estudios sobre la proporcion

de PEIl adecuada en la polimerizacidn. Se observé que al aumentar la cantidad de PEl en el
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recubrimiento, tanto la carga superficial como la pérdida de masa orgdnica aumentaban (tabla
I1.2). Los datos ponen de manifiesto que una razén del 0.30 % mol de PEIl proporcionaba un
potencial en superficie de 41.1 mV, lo que resulta adecuado para estabilizar las particulas en
suspension y retener proteinas en su estructura. Sin embargo, a proporciones de PEl muy bajas
(0.04 % mol) se observé una pérdida de masa organica por TGA muy pequeiia (0.4 %), por lo
que el recubrimiento no fue efectivo.

%PEI Potencial I(mV) TGA (% Polimero)
0.04 +14.7 0.4
0.07 +23.6 134
0.15 +29.9 14.6
0.30 +41.1 14.0

Tabla I1.2. Relaciéon entre la cantidad de PEI afiadida en la formacién del recubrimiento y los valores de
potencial {y cantidad de polimero anclado en superficie.

Esto podria explicarse si la PEl actuase como asistente a la polimerizacion, reteniendo
los mondmeros sobre la superficie negativa de las MMSNSs, y facilitando asi la formacion de la
capa polimérica. En este supuesto, una cantidad de PElI demasiado baja daria lugar a una
adsorcién en superficie y retencion de los mondmeros insuficientes para formar una corteza
polimérica termosensible después del inicio de la polimerizacidn por parte de la PEI.

NIPAM

MBA

Figura 11.8. Esquema del mecanismo propuesto de adsorcion MMSN-PEI-NIPAM.
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La utilizaciéon de N,N'-Metilenbis(acrilamida) (MBA) como mondmero entrecruzante
responde a la necesidad de controlar la densidad de la capa polimérica formada. Para conocer
la cantidad adecuada de MBA, se realizaron varios recubrimientos con diferentes proporciones
de este mondmero. A continuacién, los materiales obtenidos se cargaron con fluoresceina en
el interior de los poros y se siguid la liberacidon del fluoréforo por espectroscopia de
fluorescencia. Los resultados mostraron que un 10 % mol de MBA era la cantidad adecuada
para obtener una densidad de la corteza polimérica que respetase el caracter termosensible
del polimero, observandose una temperatura de transicién entre 30 2C y 40 2C. También se
observé que un exceso de MBA resultaba en la agregacion irreversible de las MMSNSs.

Una vez determinadas las cantidades mas adecuadas de NIPAM, MBA y PEIl para
conservar las propiedades requeridas del polimero (termosensibilidad y retencidon de
macromoléculas), se procedié a la caracterizacion de MMSN-NIPAM. Estos resultados
mostraron una cantidad de polimero anclado del 18 — 20% por TGA, un radio hidrodinamico
apenas alterado y un potencial T positivo. Seguidamente, se sometié al nanotransportador
cargado con fluoresceina y STI a dos temperaturas, 20 2C y 50 2C Los perfiles de liberacion de
fluoresceina y STI obtenido, revelaron que el recubrimiento era eficaz para la retencién de
moléculas en el interior de la matriz mesoporosa de silice, asi como de la proteina en la capa
polimérica exterior. La capacidad estimulo-respuesta del nanotransportador fue investigada
mediante la aplicacion de un campo magnético alterno (CMA) de 24 kA-m™ y 100 kHz,
mostrando una respuesta efectiva a la aplicacién del estimulo magnético (figura 11.9).
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Figura 11.9. Perfiles de liberacidon en funcién del tiempo a dos temperaturas (45 2C y 20 2C) y bajo
aplicacién del campo magnético para la proteina STI (a) y la fluoresceina retenida en la matriz de silice
mesoporosa (b).
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Para conocer la temperatura a la cual se producia la transicién hidrofilico/hidrofébico
del recubrimiento polimérico, varias alicuotas de MMSN-NIPAM cargado con fluoresceina se
sometieron diferentes temperaturas entre 20 2C y 50 ¢C durante 5 h. A continuacioén, las
suspensiones se centrifugaron para medir la fluorescencia de los sobrenadantes. Se observé
que la muestra a 40 oC liberaba la maxima cantidad de fluoresceina. Este hecho indica que la
VPTT se encontraba entre los 30 2C y 40 2C, lo que estd de acuerdo con los valores tipicos de
este tipo de polimeros (articulo 1).

Dado que el rango de temperaturas en el que se produce la liberacidon es ancho, se
realizaron nuevos recubrimientos poliméricos incluyendo N-hidroximetilenacrilamida (NHMA)
como mondmero hidrofilico. El objetivo era elevar la temperatura de transicidon del polimero
termosensible hasta los 40 - 45 °C, donde se establece el rango para terapia por
2 La formacién de la capa polimérica sobre la superficie de las MMSNs
funcionalizadas con grupos metacrilato se realizd siguiendo la metodologia descrita en el

hipertermia.’

articulo 1, utilizando PElI como iniciador y posible asistente de la polimerizacién. Si bien el
recubrimiento polimérico de las MMSNs fue efectivo, se observd que no existian diferencias
significativas en la liberacion de fluoresceina entre 37 2C y 50 2C con las diferentes
proporciones NIPAM/NHMA/MBA/PElI empleadas (figura 1.10). Por tanto, estos
nanotransportadores no pudieron ser considerados como sistemas estimulo-respuesta. Las
pequefias diferencias en la liberacidn podrian atribuirse a efectos de solubilidad en funcién de
la temperatura. Este hecho podria deberse a que la introduccidon del monémero hidrofilico
NHMA, mas la presencia de PEI (también de naturaleza hidrofilica) habria variado la VPTT del
recubrimiento termosensible, no produciéndose la transicion hidrofilico-hidrofébico a la
temperatura adecuada.

72.7 % NIPAM, 18.2 % NHMA, 9.1 % MBA, 0.2 % PEI 66 % NIPAM, 25 % NHMA, 7 % MBA, 1 % PE|

pgF/mgnp's

0 1 2 3 a4 5 6 7
Time (h) Time (h)

Figura 11.10. Ejemplo de liberaciéon de fluoresceina en funcién del tiempo a 37 2C y 50 °C de dos
recubrimientos con diferentes proporciones de mondmeros e iniciador, los cuales no muestran
diferencias apreciables entre las dos temperaturas.

Dado que el método de determinacion de la LCST por liberacién de fluoresceina no fue
suficientemente preciso, se exploré la posibilidad de detectar la contraccién del polimero
mediante medidas de tamafio por DLS. Para ello, se tratd de medir el cambio en el radio
hidrodindmico del recubrimiento termosensible en PBS en funciéon de la temperatura del
medio, no observandose cambios significativos en el tamafio de la muestra. Esto podria
deberse a que la capa polimérica sobre la superficie de las particulas no era suficientemente
gruesa para haber podido detectar un cambio de grosor del recubrimiento mediante esta
técnica.
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Debido a la imposibilidad de controlar la VPTT, se decidid eliminar la PEl para
salvaguardar la precisién de la temperatura de transicion de la corteza polimérica. Al llevar a
cabo la polimerizacidn en superficie sin la presencia de PEI, se observd que el recubrimiento de
las MMSNs no era efectivo. Esto puede deberse a que los mondmeros no presentan suficiente
afinidad por la superficie de las MMSNs, con lo que se procedié al uso de otros disolventes
para aumentar las interacciones superficie-mondmero. Los recubrimientos poliméricos
llevados a cabo en EtOH, DMF y THF tampoco resultaron eficaces, llegando a la conclusion de
la necesidad de un agente que aumentase la afinidad entre los mondédmeros y la superficie de
las particulas como asistente de la polimerizacion, en pos de obtener recubrimientos
poliméricos efectivos.

Doble liberacidon STI + Fluoresceina:
Polimeros NIPAM/MBA/PEI
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depel de MBA
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Figura 11.11. Esquema de las estrategias llevadas a cabo para lograr un recubrimiento polimérico capaz
de retener dos especies terapéuticas distintas con una temperatura de transicién en el rango de
temperaturas de hipertermia.

1.1.3.2. Determinacion de la temperatura de transicion y comportamiento
estimulo-respuesta de los los nanotransportadores

Con la finalidad de obtener un co-polimero con una LCTS mas ajustada al rango de
hipertermia (40 — 45 2C), se llevé a cabo la sintesis de una libreria de nuevos polimeros lineales
con NHMA como mondmero hidrofilico. El objetivo de esta sintesis fue determinar la LCST de
estos polimeros antes del anclaje a la superficie de las MMSNs. De esta manera, se pretendia
conocer la proporcion NIPAM/NHMA mas adecuada para obtener la transicion del polimero a
una temperatura dentro del rango de hipertemia. La temperatura de transicion fue
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determinada mediante espectroscopia UV-Vis. Esta técnica permite observar la transicion del
polimero de su forma hidrofilica (lineal/espiral) a hidrofébica (globular) de manera facil y
precisa, ya que por encima de la LCST se produce la precipitaciéon del polimero y por tanto un
aumento brusco de la absorbancia. La relacién NIPAM/NHMA = 90:10 mostré una temperatura
de transicion a 42 2C, la cual es adecuada para retener de la carga a temperatura fisioldgica y
liberarla dentro del rango de temperaturas de hipertermia, por lo que esta relacidon
NIPAM/NHMA seria usada en los sucesivos recubrimientos poliméricos.

Una vez obtenido el co-polimero lineal con la LCST adecuado, se procedié al
recubrimiento de las MMSNs. De acuerdo con los datos obtenidos en experimentos anteriores,
tanto la presencia de un mondémero entrecruzante, como el uso de un asistente a la
polimerizacidn son necesarios para obtener un recubrimiento polimérico efectivo. Yang y
colaboradores describieron el uso del surfactante dodecilsulfato sédico (SDS) como asistente

para la polimerizacion en la superficie de MSNs.***

Dado que el SDS es de naturaleza anidnica,
al igual que la superficie de las MMSNs sintetizadas, se modificé este método sustituyendo el
surfactante SDS por CTAB (surfactante cationico) para facilitar las interacciones superficie-
surfactante-monémeros. De esta manera se procedio a la polimerizacion en la superficie de las
MMSNSs, con una proporcidon 90:10 de NIPAM/NHMA, MBA como entrecruzante y CTAB como
asistente de la polimerizacidon. Después del proceso de recubrimiento, la caracterizacién
mediante DLS, FT-IR, TEM y SEM mostrada en el articulo 2, reveld la presencia del polimero
sobre la superficie de las MMSNSs.

Para conocer la capacidad de calentamiento de las nanoparticulas en funcién de su
masa (en W-g) se llevaron a cabo medidas de la tasa de absorcién especifica (SAR, anexo
A.2.1) de los nanotransportadores con recubrimiento polimérico (MMSNP@P(NIPAM/NHMA))
y sus precursores (MMSNP-PEG/MA). El SAR de las muestras se calculé con una concentracion
de particulas fija de 10 mg-mL™ a cuatro frecuencias distintas. En la tabla 11.2 se muestran los
valores de SAR de las muestras MMSNP@P(NIPAM/NHMA) asi como de su precursor MMSNP-
PEG/MA, obtenido mediante la sintesis con OA-Fe;0, descrita anteriormente (apartado 11.1.2).
Se advirtié un ligero aumento del SAR después del proceso de recubrimiento, probablemente
debido a efectos magnéticos cooperativos como consecuencia de una ligera agregacién de las
nanoparticulas. Los resultados ponen de manifiesto que se consigue mayor AT a la frecuencia
de 838 KHz.

[Fe] SAR Ti Tf AT
Muestra f (KHz), H (G .
wg/my  TKHLHG ey ko) (e0)  (10min)
838KHz, 252G 170.9 17.5 25.6 8.1
717KHz, 300G 135.1 194 26.2 6.8
MNP-PEG/IVIA 38.9

550KHz, 300G 91.5 19 233 4.3
424KHz, 300G 52.7 193 222 2.9
838KHz, 252G 178.53 18 251 7.1
717KHz, 300G 162.2 19.6 255 5.9
550KHz, 300G 102.7 20 237 3.7
424KHz, 300G 64.9 19.2 219 2.7

MMSNP@P(NIPAM/NHMA) 28.6

Tabla I1.3. Medidas SAR. Temperaturas inicial (Ti) y final (Tf) e incrementos de temperatura (AT) de las
medidas de hipertermia a 10 minutos a diferentes frecuencias e intensidades de campo.
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A continuacién, se determind la temperatura de transicion mediante la liberacion de
fluoresceina de las particulas sometidas bajo la accién de un CMA de 838 KHz y 252G. Para ello
se procedid al registro del aumento de temperatura desarrollado por el material en funcién del
tiempo bajo dicho campo. Se analizd la concentracidn de fluoresceina liberada cuando el
medio alcanzd 379C, 402C y 439C (figura I1.6). Como control, se siguidé ese mismo aumento de
temperatura de la muestra en una incubadora.

M Incubador = CMA

0.7
0.6

05
Liberacion

Fluoresceina
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0.4
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incubador
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Figura. 11.12. Liberacion de fluoresceina obtenida hasta alcanzar las temperaturas objetivo, mediante
campo magnético a 252 G y 838 KHz (naranja) y por incubacion (azul).

Este experimento mostrd que la liberacidn era menor en las muestras llevadas hasta
372C y 402C comparado con aquellas que llegaron a los 432C. A su vez se observd como,
dentro de las muestras que alcanzaron los 432C, aquella a la cual se le aplicé campo magnético
liberaba 1.4 veces mas fluoresceina que su respectivo control a 43 oC. Estos resultados
permiten concluir que la transicion del recubrimiento polimérico se produce cuando el medio
alcanza una temperatura entre los 402C y los 432C. Los datos recogidos también indujeron a
pensar que seria posible observar el efecto de puntos calientes. Este efecto describe que al
aplicar el CMA la temperatura de las nanoparticulas a escala local debe ser superior a la
recogida por una sonda de temperatura macroscopica.

Por lo tanto, se desarrollaron experimentos para estudiar el comportamiento
estimulo-respuesta en condiciones isotérmicas. Los tiempos de aplicacion del campo
magnético necesarios para alcanzar la temperatura de transiciéon del polimero pueden
prolongarse hasta aproximadamente 40 min. En este periodo pueden manifestarse aumentos
de temperatura debido al calentamiento del propio medio dispersante (PBS). Con la finalidad
de discriminar este efecto y evaluar la respuesta del sistema debida exclusivamente al
estimulo magnético, se mantuvo la muestra a temperatura constante (379C) durante la
aplicacion del CMA a un tiempo determinado (45 min).

Como control, se llevé a cabo el seguimiento de la liberacidon de fluoresceina en una
incubadora. Se pudo apreciar como después de la aplicacién del campo magnético, la muestra
libera mayor cantidad del fluoréforo en comparacion con la muestra control (figura 11.13). Este
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hecho confirmé el calentamiento en el seno de las nanoparticulas, como consecuencia de las
pérdidas magnéticas de las OA-Fe;0, en su interior. Las perdidas magnéticas ocasionadas por
las nanoparticulas de magnetita demostraron por tanto, ser capaces de producir suficiente
energia calorifica para promover la transicion hidrofilico/hidrofébico de la cobertura
polimérica a escala local.

Es importante remarcar el hecho de que la transicién de la cobertura polimérica fue
efectiva en un sistema sometido a disipacién térmica que imita las condiciones de temperatura
del torrente sanguineo. Por lo tanto, este tipo de sistemas serian capaces de superar los
inconvenientes propios de la disipacion térmica que se produce en el cuerpo humano,
pudiendo liberar su carga bajo un CMA para conseguir el efecto terapéutico deseado.
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Figura. 11.13. Esquema del experimento en condiciones isotermas (izquierda) y liberacién de fluoresceina
a 372C mediante campo magnético a 252 G y 838 KHz e incubacion (derecha).

1.1.3.3. Estudio de la liberacion controlada de farmacos en funcion de la
estructura polimérica termosensible

La estructura del recubrimiento polimérico formado sobre la superficie de las MMSNs
juega un papel crucial en el perfil de liberacion de las sustancias alojadas en el interior de la
matriz de silice. Como se ha visto anteriormente, la LCST o VPTT de la cobertura polimérica se
puede regular para que la transicion se produzca a una temperatura dada. El cambio de fase
hidrofilico/hidrofébico del polimero puede activar o desactivar la liberacién dependiendo de la
ruta de sintesis escogida para la formacion del recubrimiento polimérico. En esta tesis doctoral
se quiso estudiar el papel que juega la densidad y estructura del recubrimiento polimérico en
el control de la liberacion de sustancias desde el interior de la matriz mesoporosa (articulo 3).
El sistema descrito anteriormente (MMSNP@P(NIPAM/NHMA) en el articulo 2 y MMNP@CPS,
crosslinked polymer shell en el articulo 3) se selecciond como material con recubrimiento
polimérico entrecruzado y de alta densidad. Para obtener un recubrimiento polimérico de baja
densidad y con una estructura de cadenas lineales, se sintetizd una nueva cobertura polimérica
termosensible llamada MMNP@HP (hairy polymer, articulo 3). Este recubrimiento se realizd
mediante un anclaje por co-condensacidon retardada de p(NIPAM-co-NHMA) sililado a la
superficie de las MMSNs. A continuacién, se funcionalizé la superficie con grupos MPS y se
realizd una polimerizacion en ausencia de mondémeros entrecruzantes (figura 11.8).
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Figura 11.14. Rutas de sintesis de MMSNs recubiertas de: una capa polimérica densa entrecruzada (a,
MMNP@CPS) y de un polimero termosensible lineal (b, MMNP@HP).

La primera etapa de recubrimiento para obtener MMSN@HP (figura 11.14.b) requirio la
sintesis de polimeros lineales con capacidad de anclaje a la superficie de las MMSNs. Para ello
se obtuvieron tres tipos diferentes de polimeros con grupos Si-OR en su estructura utilizando
4,4'-Azobis(acido 4-cianovalérico) (ABCVA) como iniciador radicalico. Este iniciador genera
radicales al verse expuesto a altas temperaturas (=70 2C) por la ruptura de su enlace diazo
(-N=N-), generando N, y dos especies radicalicas que inician la polimerizacidn. Seguidamente,
se procederia al anclaje de los distintos polimeros a la superficie de las nanoparticulas y
estudiar los perfiles de liberacién de fluoresceina de los distintos materiales para comprobar
su respuesta termosensible.

En una primera aproximacién, se sintetizd una serie de polimeros lineales de
p(NIPAM-co-NHMA) para después funcionalizarlos con grupos Si(OMe); (figura 11.15.a). Esto se
llevd a cabo mediante la reaccion de los grupos OH primarios del polimero con
clorotrimetoxisilano (CISi(OMe)s). La eficacia de la reaccion se comprobé mediante *H-NMR,
observando un desplazamiento de parte de la seiial del CH, unido al oxigeno del polimero. Este
hecho probé que la funcionalizacion era efectiva, sin embargo, los polimeros sililados
obtenidos de esta manera resultaron ser insolubles en medio acuoso, lo que impedia su uso en
la posterior formacién del recubrimiento polimérico sobre las MMSNs. Es posible que la
precipitacion de este tipo de polimeros en agua se produjera por la policondensacién de los
grupos Si(OMe); entre cadenas poliméricas. Para evitar estos problemas de
homocondensacidn se siguid la misma ruta de sintesis y funcionalizacién del polimero anterior.
El monédmero NHMA se sustituyd por otro mondmero hidrofilico, el 2-hidroxipropilmetacrilato
(HPMA), el cual posee un grupo hidroxilo secundario (figura 11.15.b). Después de llevar a cabo
la reaccion de p(NIPAM-co-HPMA) con Si(OMe)s,la sefial *H-NMR del monémero hidrofilico no
cambiaba su desplazamiento quimico. Este hecho unido a que el polimero conservaba su LCST
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reveld que la reaccion de sililacidn no tuvo lugar, probablemente debido a que su grupo
hidroxilo no es suficientemente reactivo frente a CISi(OMe)s.
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Figura 11.15. Esquema general de anclaje de polimeros sililados a la superficie de las MMSNs (arriba).
Estrategias de sintesis y/o funcionalizacidn de los mismos: a) Funcionalizacion con CISi(OMe)s;, b) Sintesis
con mondémero sililado y c) funcionalizacion del iniciador ABCVA con APTES y posterior polimerizacién.

Ante la imposibilidad de funcionalizar los polimeros termosensibles después de su
sintesis, se desarrollé una segunda aproximacion la cual consistié en la introduccién de MPS
como co-mondémero en la sintesis del polimero lineal (figura 11.15.b). De esta manera se
obtendria de manera directa los grupos trimetoxisilano en las cadenas laterales del polimero
p(NIPAM-co-HPMA-co-MPS). La caracterizacién por 'H-RMN confirmé la presencia de grupos
trimetoxisilano junto con NIPAM y HPMA en la estructura del polimero (figura 1.16). A
continuacidn, se procedié al recubrimiento de las nanoparticulas mediante la condensacién en
DMF entre los grupos Si(OMe); del polimero y los grupos SiOH de la superficie de las
particulas. A la luz de los datos de TGA, que muestran una pérdida de masa orgdnica muy
similar a la del material precursor (=7 %), la reaccion de condensacién sobre la superficie de las
MMSNs no tuvo lugar. Para favorecer la condensacién, se procedié a realizar el anclaje a
temperaturas y concentraciones mayores de polimero, lo que llevé a la obtencion de grandes
agregados e incluso la gelificacion.

Dado que las dos aproximaciones anteriores no tuvieron éxito, se disefié una tercera
via de recubrimiento con polimeros lineales con un solo grupo trialcoxisilano como punto de
unién del polimero a la superficie de las MMSNs (figura I1.15.c). Para ello, se obtuvo
primeramente un iniciador radicdlico con grupos trietoxisilano mediante la reaccidon del
iniciador ABCVA con APTES. La descomposicidén térmica del iniciador ABCVA-APTES genera los
radicales que comienzan la reaccion de polimerizacidn, por lo tanto los grupos Si(OEt);
deberian encontrarse al principio de cada cadena polimérica. Llevando a cabo Ia




Il. Resultados y Discusién I 65

polimerizacion con este iniciador y diferentes relaciones NIPAM/NHMA, se obtuvieron
distribuciones de tamafo centradas en 44 kDa medidas por GPC. La presencia de los grupos
trialcoxisilano en estos polimeros no se pudo determinar por FT-IR o *H-RMN debido a su
pequeia proporcion respecto al tamafio del polimero. Por tanto se procedié a medir la LCST
de los polimeros obtenidos y seleccionar aquel con la temperatura de transicion mas
adecuada. La relacién 90:10 NIPAM/NHMA mostré una LCST de 43 eC.

p(NIPAM-co-NHMA)Si(OEt),

85 80 75 70 65 6.0 35 30 25 20 1.5 Lo 05

45 4.0
f1 (ppm)

Figura I1.16. Espectros de resonancia "H-RMN de los polimeros lineales sililados p(NIPAM-co-HPMA-co-
MPS) (verde) y p(NIPAM-co-NHMA)Si(OEt);) (rojo, denominado TP-Si en el articulo 3).

Puesto que la adicidon de polimeros hidrofilicos en la sintesis de las MMSNs Puede
ayudar a su estabilizacién, este polimero termosensible sililado (TP-Si) se adicioné 15 min
después del comienzo de la policondensacién de TEOS. Este método de co-condensacion
retardada dio lugar a MMSNSs recubiertas del polimero termosensible (MMSN-TP). Después de
la extraccion del surfactante, se realizaron los estudios de liberacion de fluoresceina. Los datos
recogidos no fueron concluyentes, dado que los perfiles de liberacién para temperaturas por
encima y por debajo de la LCST resultaron ser muy similares. Este hecho sugiere que la
densidad del polimero termosensible lineal sobre la superficie de las MMSNs no es suficiente
para apreciar diferencias en la liberacion de fluoresceina, no observandose el comportamiento
estimulo-respuesta buscado. Para aumentar la cantidad de recubrimiento polimérico, se
afiadieron cantidades crecientes de TP-Si después de la formacidn de las MMSNs, pero las
pérdidas de masa organica medidas por TGA para cada muestra después de la extraccion del
surfactante no fueron mayores del 5 % alcanzado inicialmente.

Con el fin de obtener una mayor densidad de polimeros lineales unidos a la superficie
de las MMSNSs, se optd por llevar a cabo una segunda polimerizacién sobre la superficie de las
nanoparticulas. Primero se realizé la funcionalizacién de la superficie de MMSN-TP con MPS en
tolueno, dando lugar a la muestra MMSN-TP/MPS con grupos metacrilato en superficie
(figura 11.14.b). A continuacidn, se realizd una polimerizacién radicalica en presencia de los
mondmeros NIPAM y NHMA utilizando ABCVA como iniciador. De esta manera se obtuvo una
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muestra (MMSN@HP, articulo 3) con un recubrimiento de densidad adecuada para retener
una carga de fluoresceina en el interior de la matriz de silice cuando se encuentra a una
temperatura mayor que la LCST del polimero (figura 11.17.b).
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Figura I1.17. Cinéticas de liberacién de fluoresceina a 37 2Cy 50 2C en funcidn del tiempo para la MMSNs
recubiertas con polimeros entrecruzados (a) y recubiertas de polimeros lineales (b).
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I.2. Sintesis de nanotransportadores hibridos MSN-capsula
enzimatica para la generacion de citotoxicos in situ

La fabricacién de este nanotransportador se llevd a cabo mediante la encapsulacién de
la enzima HPR en una matriz polimérica y su posterior anclaje a la superficie de MSNs (figura
11.18). El recubrimiento de la enzima nativa (HRPn) requiri6 de un paso previo de
funcionalizacion con grupos acroilo (HRPa) para facilitar que se produzca el recubrimiento
polimérico entorno a la estructura de la proteina (HRPc). La composicién de la capsula
polimérica se disefié con un doble objetivo, por un lado proteger a la enzima manteniendo su
actividad catalitica y por otro lado, proporcionar grupos funcionales que permitiesen el anclaje
a la superficie de las MSNs. Se decord el interior de los poros de las MSNs con grupos amino
con el fin de alojar el profarmaco 4acido indol-3-acético (IAA).Finalmente, se exploraron
diferentes métodos de para la unién covalente entre las capsulas y las MSNs.

Acroilacién Polimerizacion

gt G

N—0

HRPn X HRPa HRPc

Anclaje en
superficie

HRPc MSN-HRPc

Figura 11.18. Ruta sintética general para la obtencidn de MSN con cdpsulas de HRP ancladas en la
superficie de las nanoparticulas.

La enzima HRP es extraida del rdbano picante (Armoracia rusticana), donde participa
en multitud de procesos como la lignificacion, el entrecruzado de las paredes celulares, la
formacién de suberina y la resistencia la infeccién. Esta enzima contiene dos centros metalicos
esenciales para conservar la integridad estructural y funcional de la proteina, una fotoporfirina
IX de hierro (lll) (lamado grupo hemo) y dos atomos de calcio. El grupo hemo es el responsable
de su accion catalitica sobre sustratos como fenoles aromaticos acidos fendlicos, indoles,

260 Uno de los sustratos de esta enzima mas estudiados es el IAA, el cual es

aminas y sulfonatos.
la hormona vegetal mas comun dentro de las auxinas que interviene en el crecimiento y
desarrollo de multitud de plantas. El uso de IAA en combinacién con HRP para terapia
antitumoral fue propuesto por primera vez por Wardman y colaboradores, quienes observaron

261 . . .
®' El mecanismo principal de

su citotoxicidad en células tumorales en presencia de HRP.
toxicidad involucra la formacidn de oxindoles procedentes de la reaccion entre el IAA y la HRP,
los cuales muestran una alta reactividad frente a nucledfilos como el glutation y los grupos tiol
de las histonas. Los mecanismos de transformacion del IAA por la HRP involucran la formacidn

de perdxidos, los cuales inducen la peroxidacidon de lipidos, que produce una reaccién en
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cadena de los 4cidos grasos insaturados presentes en el organismo (figura 11.19). Es importante
remarcar que la oxidacidn de la HRP para formar la especie que transforma el IAA no requiere
la presencia de H,0,, a diferencia de otros sustratos antes mencionados.
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Figura 11.19. Mecanismo propuesto de la formacidn de 3-metilen-2-oxindol por la accién de la HRP sobre
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el l1A. Ciclo de oxidacién de la HRP a través de sus formas oxidadas (HRP cpd | y HRP cpd Il, recuadro).
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Para maximizar la retencion de IAA en la matriz mesoporosa se funcionalizé la
superficie de las MSNs con grupos amina. De esta manera aumentarian las interacciones
electrostaticas y enlaces de hidrégeno entre el grupo acido carboxilico del profarmaco y los
grupos amina de la silice. Por lo tanto, se sintetizaron MSNs con distintas cantidades APTES por
co-condensacion (10 %, 20 % y 30 %, MSN-XXN) para estudiar el perfil de liberacion del
profarmaco en funcion de la cantidad de grupos NH, presentes en el interior de los poros. La
liberacion de IAA se monitorizé por HPLC, mostrando que con un 10 % de APTES la retencién
de IAA es muy baja, lo que se atribuye a que las interacciones profarmaco-silice son escasas.
Sin embargo, aumentando la cantidad APTES en la sintesis hasta el 30 % se obtuvo una
capacidad de carga del 5 % en peso y una liberacidn retardada en el tiempo. Por otra parte, la
presencia de grupos amina en superficie permite el posterior anclaje de HRPc sobre las MSNs.

I.2.1.  Sintesis de capsulas poliméricas de HRP sensibles a pH acido

Las terapias de profarmacos basadas en la accién de enzimas requieren un transporte
eficaz de la enzima (o los genes que la expresan) hasta el ambiente tumoral. En el camino
hasta el tumor estas enzimas pueden ser degradadas por la acciéon de proteasas y otros
agentes agresivos, lo que conllevaria la ineficacia del tratamiento. Una de las aproximaciones,
desarrollada por Y. Lu et 6/.°°%, para proteger enzimas terapéuticas es la formacién de capsulas
poliméricas permeables alrededor de las mismas. De esta manera se impide su degradacion
prematura a la vez que es posible conservar la capacidad de transformaciéon de sustratos
pequefios. Esta metodologia se basa en decorar la enzima con grupos polimerizables y la
posterior reaccion con los monémeros que formaran parte de la capsula polimérica. Para
conseguir el recubrimiento de la enzima, también es necesario que existan interacciones
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favorables entre los monédmeros y la propia superficie de la enzima. Asi pues, el control de la
naturaleza y proporciones de los mondmeros permite la obtencién de los grupos funcionales
y/o la carga superficial requeridos para la cépsula polimérica. El uso de mondmeros
entrecruzantes con grupos funcionales degradables ofrece ademads la posibilidad de generar
capsulas sensibles a determinadas condiciones. Una vez acumulada la cdpsula en el tejido
objetivo, la degradacion de la cobertura polimérica permitiria la accidon terapéutica de la
enzima.?*%®

El paso previo de funcionalizacidn con N-acriloxisuccinimida dota a la proteina de
grupos vinilo polimerizables. Como primera aproximacidn se sintetizaron capsulas poliméricas
degradables a pH 4cido para taponar la entrada de los poros de las MSNs a pH fisioldgico,
impidiendo la liberacién de la carga de IAA. Una vez en la célula tumoral, el descenso a pH
acido provocaria la degradacion de la capsula, facilitando la salida del profarmaco. Estas
capsulas sensibles a pH acido se obtuvieron mediante la inclusion del mondmero
entrecruzante glicerol dimetacrilato (GMA) en la polimerizacidn, el cual es hidrolizable a pH
acido. Otros mondmeros utilizados para conformar la capsula junto con el GMA fueron la
acrilamida (AAm) e hidrocloruro de 2-aminoetilmetacrilato (AEMA). La AAm tiene una funcidn
estructural en la carcasa polimérica, mientras que el AEMA dota a la HRPc de grupos amina
para su posterior anclaje sobre las MSNs (figura 11.20).

i) AAm, GMA, AEMA

Na,CO; (pH 8.5) Na,CO; (pH 8.5)

2h,t.a. g N,, DMAAntip
— . ¥ >
f X l
2 0\5 / R ii) APS + TMEDA,
N—d E 90 min, t.a.
HRPn o (DMSO)
HRPa HRPc-pH
\)oj\ )oj\/ G
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(¢] =
s T am ¥
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Figura 11.20. Esquema de sintesis de las capsulas poliméricas de HRP degradables a pH acido (arriba). En
la polimerizacién, el primer paso corresponde a la adsorcion de mondmeros en la superficie de la
enzima (i), para a continuacion iniciar la polimerizacion (ii) mediante la mezcla de los iniciadores
radicdlicos persulfado amodnico (APS) y tetrametiletilendiamina (TMEDA). Estructura de los mondmero
utilizados en la formacidn de la capsula degradable a pH acido (abajo).

Tanto el paso de acroilacién como en el de recubrimiento, fue necesaria la adicion de
4-dimetilaminoantipirina (DMAntip) para prevenir la inactivacién de la encima, impidiendo la
reaccion de los aminodacidos presentes en su centro activo. El recubrimiento de la enzima dio
lugar a un aumento del radio hidrodinamico desde los 4 nm de HRPn a los 7 nm de la HRPc. Las
variaciones de potencial { permiten seguir las etapas de funcionalizacion y recubrimiento, ya
que la HRPn tiene potencial inicial negativo, el cual disminuyd después de la reaccidon de
acroilaciéon sobre grupos amina de la estructura proteica. La carga superficial de la HRPa
cambid a valores de potencial positivos después de la formacion de la capsula polimérica, lo
que esta de acuerdo con la presencia de los grupos amina introducidos por el monémero
AEMA. Este tipo de cdpsulas degradables son estables a pH 7.4, mientras que a pH 5.5 la
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degradacion se produce en un periodo de 3 h por la hidrélisis del GMA. La ruptura de la
capsula se observa mediante la reduccion del tamafo de la cdpsula hasta el tamafio inicial de
la proteina nativa.’®

1.2.2.  Estrategias de anclaje de HRPc a la superficie de las MSNs

A continuacién, se detallan tres estrategias de anclaje de capsulas de HRP pH sensibles
a la superficie de las MSNs llevadas a cabo en esta tesis doctoral. En las dos primeras rutas
sintéticas (rutas 1y 2, figuras 11.21 y 11.22 respectivamente), aquellas que implicaron el uso de
capsulas degradables a pH acido (HRPc-pH), no se observé un anclaje efectivo de las mismas
sobre la superficie de las MSNs. Sin embargo, mediante la tercera aproximacién (ruta 3, figura
11.24) si se obtuvo el nanotransportador con cdpsulas enzimaticas no degradbles unidas a la
superficie de las MSNs. Estas tres estrategias utilizadas requirieron de la modificacidn de la
superficie de las nanoparticulas con diferentes grupos funcionales para realizar el anclaje de
las capsulas en su superficie.

La primera aproximacion (figura 11.21) se llevé a cabo mediante la sintesis de MSNs
funcionalizadas con APTES (MSN-NH,) por co-condensacion para después hacer reaccionar los
grupos amina con anhidrido succinico, obteniendo asi nanoparticulas con grupos acido en la
superficie (MSN-CO,H). Posteriormente, se procedid al anclaje de las HRPc-pH mediante el
acoplamiento de las aminas primarias presentes en la capsula y los grupos carboxilicos de las
MSNs. Este paso se realizd mediante la activacidén previa de los grupos acido carboxilico con
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) para luego proceder a la adicién de las
HRPc-pH (figura 11.14).

Acoplamiento por EDC
HO,C CO,H
H,N NH, °\]\;<>:o 2 2 i) EDC-HCI/PBS (pH7.5)
30 min, t.a. //
——— >
THF, reflujo, ii) HRPc-pH, 3h, t. a. //
16 h
HN NH, HO,C CO,H HN % N,
H,N N\ NH,
MSN-NH, MSN-CO,H :

Figura 11.21. Ruta 1: Estrategia de anclaje de capsulas de HRP sensibles a pH acido sobre la superficie de
NSM mediante el acoplamiento de grupos CO,H y NH, activado por EDC.

Después de 3h de incubado a t. a. el sdlido se separd y lavd por centrifugado,
recogiendo el medio de reaccidn y las aguas de lavado para determinar la cantidad de proteina
presente en estas disoluciones mediante el método con acido bicinconinico (BCA). Los
resultados no mostraron una diferencia apreciable entre la cantidad de proteina anadida al
medio de reaccion y los sobrenadantes. Las muestras se tifieron con acido fosfotungstico (PTA)
para su caracterizacién por TEM, donde no se observaron capsulas adheridas a la superficie de
las MSNs. Estos ensayos indican que la unidon de HPRc a la superficie de las MSNs por este
método no fue eficaz.

La segunda estrategia de anclaje (figura 11.22) consistié en el uso de una reaccion tipo
click para la uniéon entre MSN y HRPc-pH. Esta metodologia implica una reaccion de
cicloadiciéon 1,3-dipolar de tipo Huisgen entre grupos azida (R-N;3) y alquinos (R-C=CH)
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catalizada por Cu (l). Se selecciond esta reaccion ya que es casi cuantitativa y muy robusta,
puesto que puede tener lugar en multitud de condiciones, incluso en medio acuoso. Por ello
resulta ser especialmente interesante en la sintesis de dispositivos con biomoléculas. Para
llevar a cabo el anclaje entre la capsula y las MSNs, primero fue necesario dotar a cada
elemento de uno de los grupos funcionales que intervienen en la cicloadicidn. Se decidid
funcionalizar la capsula HRPc-pH con grupos alquino mediante la reaccion de 4cido
4-pentinoico activado por EDC con los grupos amina de la capsula. Para funcionalizar las MSNs
con grupos azida se sintetizd el compuesto 3-azidopropiltrimetoxisilano (AzPTMS) mediante
sustitucidon nucledfila bimolecular del 3-cloropropiltrimetoxisilano (CIPTMS) con azida sddica
(NaN3) en DMF. A continuacidn se decoré la superficie de las MSNs (con grupos Si-OH en
superficie) mediante post-sintesis con AzPTMS en tolueno. Una vez confirmada la presencia de
los grupos funcionales en cada parte, se procedié a su unién mediante la reaccién click.”®* De
nuevo no fue posible determinar la cantidad de HRPc-pH anclada a la superficie de las MSNs
mediante el método de cuantificacion de proteinas con BCA, por lo que no se pudo determinar
gue las HRPc-pH se encontrasen unidas a las nanoparticulas. Por tanto, la caracterizacién de
este material indicé que esta metodologia no es valida en estas condiciones para la unién de
las capsulas a la superficie de las particulas.

Reaccion Click

OH  MeQ N
Meo“Si/\/\Nz 3
MeOQ

—
Tol, reflujo,

OH N,, 16 h N,

HO

HO

MSNs

CuS0, (1 nM)
Acido ascorbico, PBS

HRPc(CH)-pH, 23 h, t. a.

H,N ™ HOZC\/\ Hese  coH
HoN N NH, EDC, PBS He=C ™ c=cH
30 min, t. a.

HRPc-pH HRPc(CH)-pH

Figura 11.22. Ruta 2: Estrategia de anclaje de capsulas de HRP sensibles a pH acido sobre la superficie de
NSM mediante reaccidn de tipo click entre grupos azida (R-N3) y alquinos (R-C=CH) catalizada por Cu (l).

Mediante TEM no se observaron capsulas sobre la superficie de las MSNs y el material
no mostré actividad enzimatica, por lo que se concluyé que el anclaje de las cdpsulas en la
superficie de las MSNs no tuvo lugar. Probablemente la degradacién de las capsulas
poliméricas es demasiado rapida en el medio acuoso del anclaje. Este hecho impediria
mantener la integridad de la estructura polimérica al verse expuesta tanto a los medios de
reaccion de anclaje a las MSNs como a los sucesivos lavados, incluso con disoluciones
tamponadas a pH 7 donde las capsulas se suponen estables.

I.2.3.  Sintesis y anclaje de capsulas enzimaticas no degradables

Teniendo en cuenta la dificultad del anclaje debido a la inestabilidad de las capsulas
sensibles a pH acido, se decidié explorar la opcién de recubrir la HRP con un polimero no
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degradable y permeable al IAA. El objetivo de esta tercera estrategia (ruta 3) era que las
capsulas permanecieran intactas durante los pasos de anclaje a las MSNs y los lavados
posteriores Para la obtencién de capsulas no degradables se siguid el mismo procedimiento
sustituyendo el mondmero entrecruzante pH sensible por otro que no sufre degradacién por
cambios en el pH, la N,N-metilenbis(acrilamida) (MBA, figura 11.23).

i) AAm, MBA, AEMA HZN

Na,CO; (pH 8.5) Na,CO; (pH 8.5)

2h,t.a. N,, DMAAntip
— >
0 °\3 / ii) APS + TMEDA,
N—d 90 min, t.a. HZN
HRPn % (DMSO)
HRPa HRPc

0 AEMA

[CNE)
I o S TS
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m

Figura 11.23. Esquema de sintesis de las capsulas poliméricas de HRP no degradables (arriba). La ruta de
sintesis de estas capsulas es paralela a el proceso de encapsulacién anterior. En este caso se sustituyo el
mondmero degradable GMA por el MBA no degradable. Estructura de los monémero utilizados en la
formacion de la capsula no degradable (abajo).

El anclaje a las MSNs se realiz6 mediante la reaccion entre los grupos amina de la
capsula polimérica y los presentes en la superficie de las nanoparticulas, mediante la reaccion
con éster de bis (N-hidroxisuccinimida) del dcido subérico (SA-(NHS),) (ruta 3, figura 11.24).

i) SA-(NHS), (DMSO)
PBS, 30 min, t. a.

- >
o I\
L AN
‘L; ° Og
150,
HRPc i) MSN-30N-IAA, PBS, 2 h MSN30N-1AA-HRPc

Figura 11.24. Esquema de anclaje de HRPc no degradables a la superficie de MSN30ON-IAA (ruta 3).

Una caracteristica clave de la reaccién entre la HRP y el IAA es que no requiere la
presencia de perdxido de hidrégeno para tener lugar, hecho de no ocurre con muchas otras
peroxidasas.”®! En lugar de H,0,, la HRP puede utilizar oxigeno para la transformacion del 1AA,
dando lugar al subproducto mayoritario indol-3-carbinol, aunque la presencia de oxigeno
atmosférico también es capaz de realizar la oxidacidon del profarmaco. Esto se observd por
HPLC en los estudios de liberacidn de IAA desde las MSNs funcionalizadas con grupos amina
(MSN3O0N). A tiempos de liberacién largos en presencia de oxigeno atmosférico se observé la
aparicion de un segundo compuesto con un tiempo de retencidn coincidente con el
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indol-3-carbinol. Este hecho sefiald la necesidad de llevar a cabo en anclaje de las MSNs
cargadas con IAA bajo atmodsfera inerte, para evitar la transformaciéon prematura del
profarmaco.

La tincion del dispositivo resultante con acido fosfotungstico (PTA) puso de manifiesto
un anclaje efectivo de las HRPc a la superficie de las nanoparticulas, asi como el cambio en el
potencial {, como se puede apreciar en el articulo 4 de esta tesis doctoral. En este articulo
también se recogen los estudios celulares de citotoxicidad y absorcién celular, mostrando baja
toxicidad tanto para HRPc y MSN30ON-IAA a diferentes concentraciones, una muerte celular
alta con el sistema completo (MSN3ON-IAA-HRPc) y una internalizacion clara del
nanotransportador final por microscopia confocal.
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11.3. Sintesis de capsulas de polidomamina como
nanotransportadores para ACF

La formacion de capsulas de polidopamina se realizd mediante la polimerizacién de
dopamina (DA) sobre la superficie de MSNs y MMSNs y posterior eliminacion de la matriz de
silice mediante su dispersion en PBS. La polimerizacién de catecoles se realiza por la
auto-oxidacion de los grupos catecol en medio bdsico en presencia de aire. En esta
polimerizacidn el amoniaco actia como nucledfilo sobre las o-quinonas formadas, acelerando
la oxidacién entre anillos de catecol y por tanto el entrecruzado entre los mismos, dando lugar
a la PDA. La completa elucidacién de la estructura de la PDA es dificil debido a la variedad de
reacciones que pueden tener lugar simultdaneamente, como adiciones de Michael, formacién
de bases de Schiff o reacciones radicalicas, entre otras. Aun asi, la estructura de la PDA
sintetizada por este método guarda grandes similitudes con estructuras naturales como las
melaninas o la polidopamina responsable de la adhesion de los mejillones a diferentes
superficies.?*>%%®

La sintesis de las MMSNs y MSNs se realizé por los métodos ya descritos en los
apartados 1.1 y 1.2, que implica la hidrélisis basica de TEOS como precursor de silice en
presencia de CTAB como agente director de estructura (y las SPION como puntos de
nucleacion en el caso de las MMSNSs). La caracterizacion mediante TEM, DLS y porosimetria de
absorciéon de N,, confirmd que las caracteristicas de ambos tipos de nanoparticulas son
adecuadas para su posterior recubrimiento, como la morfologia cuasi-esférica, volumen y
superficie especifica altos, y potenciales { negativos.

Para llevar a cabo un recubrimiento efectivo se realizaron pequefias variaciones del
método desarrollado por D. Ruiz-Molina et dl. para la sintesis de nanoparticulas de PDA.**’ En
una primera aproximacion se traté de dotar a la cdpsula polimérica de respuesta a pH acido.
Para ello se llevd a cabo la polimerizacion de un bis-catecol con un enlace imina (bisCat-Im) en
su estructura, el cual es degradable en medio acido (figura 11.25). Las condiciones de reaccién
para obtener recubrimientos eficaces y reproducibles, se alcanzaron llevando a cabo Ia
reaccion de bisCat-Im en presencia de 'PrOH/NH; (25 %) a 45 °C durante 3 h.

PBSpH=7
16 h
oH on 1) NH,OH (25 %) )
iPrOH, 45°C,3 h Capsulas
HO. Sy > p(bisCat-Im)
Hoj@/\ ii) MSNs, 25 2C, 15 h
. PBSpH=5
MSN bisCat-Im
a @rl ) 16 h
MSNs

Figura 11.25. Esquema del recubrimiento de MSNs con polimeros de bisCat-Im. La exposicion del
intermedio MSN@p(bisCat-Im) a pH 7 da lugar a la obtencién de cépsulas de p(bisCat-Im). Mientras que
la exposicion del mismo a pH 5, resulta en la disolucién del polimero y por tanto la obtencién de las
MSNs precursoras.
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Cuando la disolucién adquirié color pardo oscuro, indicativo de que la polimerizacion
de los catecoles esta teniendo lugar, se disminuyd la temperatura hasta los 252C, momento en
el que se afadieron las MMSNs/MSNs y se mantuvieron bajo agitacion durante 15 horas
adicionales.

La caracterizacién de la muestra por STEM mostré la presencia de un recubrimiento
polimérico sobre la superficie de las MSNs. Mediante la realizacion de un perfil de composicion
por EDX a lo largo de una linea recta sobre una de las esferas, se advirtio la presencia de dos
zonas de unos 40 nm de espesor con alto contenido en carbono al principio y al final de la linea
trazada que pertenecerian al recubrimiento polimérico. En la zona central de la trayectoria se
observa un aumento de la cantidad de silicio correspondiente a la matriz de silice (figura 11.26).
Al poner en contacto este material con PBS (pH = 7) para su lavado, se observé mediante TEM
una completa disolucién del nucleo de silice en 16 h (figura 11.26.d). Sin embargo, al exponer
este mismo material a PBS pH = 5 la matriz de silice se ve inalterada y se observa una
degradacion parcial de la cobertura polimérica (figura 11.26.c). Experimentos adicionales por
'H-NMR sometiendo el reactivo bisCat-Im a las condiciones de reaccién (PrOH/NH; (25 %))
revelaron la degradacién del reactivo en DA y 3,4-dihidroxibenzaldehido. Estos datos revelan
que los procesos de formacién del recubrimiento polimérico y degradacidon de bisCat-Im
pueden concurrir en el medio de reaccién, siendo el pH del tratamiento posterior el
responsable de la obtencion de las capsulas (pH = 7) o bien las MSNs utilizadas como plantilla
(pH =5).
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Figura 11.26. Imagen STEM de las MSNs recubiertas con el polimero de bisCat-Im y trayectoria del
analisis por EDX (naranja) (a), perfil de composicidén en Siy C de las MSNs recubiertas mediante por EDX
(b), MSNs@p(bisCat-Im) después de la exposicién a PBS (pH 5) durante 15 h (c) e imagenes STEM de las
capsulas de p(bisCat-Im) después de su exposicion a PBS (pH 7) durante 15 h (d).
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La silice policondensada es un compuesto muy estable en medio acuoso y, en general,
su disolucién requiere del tratamiento con agentes agresivos como el HF o periodos largos de
didlisis para la completa eliminacion de la red de silice. Con el dnimo de conocer los factores
implicados en la rapida disolucion de la silice mediante este método, se realiz6 un nuevo
recubrimiento de las MSNs con dopamina. La formacién del recubrimiento polimérico de PDA
en 'PrOH/NH; (25 %) se confirmé por TEM. Al exponer estas nanoparticulas hibridas
(MSN@PDA) a soluciones acuosas a diferentes pH se observd la completa disolucidn de la silice
en 48 h y la formacidn de las cdpsulas de PDA en todos los casos (articulo 5).

Se planted la hipdtesis de que el proceso de eliminacién de la red de silice porosa
podria deberse a dos mecanismos distintos; la formacidon de complejos de tipo [Si(CsH40,)s]
entre el silicio y los grupos catecol, y el de incremento de la tasa de disolucion de la silice que
pueden inducir los grupos poliaminados. Para esclarecer este fendmeno, se repitid el proceso
de recubrimiento con un derivado del acido guayarético (GA), el cual carece de grupos amina.
La reaccion de este nuevo catecol en amoniaco en presencia de las MSNs, resulté en la
formacidn del recubrimiento polimérico como en el caso anterior. Después de la incubacion de
este material en PBS o agua durante 48 h, se observd por TEM la presencia de MSNs sin
recubrimiento polimérico, lo que sugiere que el proceso que ha tenido lugar es la degradacién
del polimero soportado sobre las nanoparticulas. Este hecho indica que el proceso de
disolucién de plantilla de MSNs se debe solamente a la accion de los grupos amina/poliamina
de la PDA con la matriz de silice. Los experimentos adicionales se encuentran descritos en el
articulo 5 de esta tesis doctoral.

La obtencién de cdpsulas poliméricas o bien de las MSNs precursoras, parece tener
una relacion directa con la cantidad de DA presente en el momento de la polimerizacién. Esta
suposiciéon se planted debido a los siguientes hechos. Los recubrimientos con PDA conducen a
la eliminacién de la matriz de silice a cualquier pH. De manera opuesta, al realizar los
recubrimientos con GA (carente de grupos amina) se produce la eliminacién de la cobertura
polimérica, obteniendo las MSNs usadas como plantilla independientemente del pH utilizado.
Sin embargo, en el caso de utilizar bisCat-Im para el recubrimiento, la formacidn de cépsulas o
la obtencidn de las plantillas es dependiente del pH utilizado, como se expuso anteriormente.
En este ultimo caso, la degradacion de bisCat-Im produce cierta cantidad de DA en el seno de
la reaccidn. Por lo tanto, la dopamina presente podria generar una cantidad suficiente de
poliaminas que producirian la disolucién de la silice mesoporosa a pH = 7. La razén por la cual
se produce la degradacidn de la cobertura polimérica a pH = 5 todavia es poco clara. Una
posibilidad es que a pH mas acido exista un mayor nimero de grupos amina cargados
positivamente (R-N*Hs), y que por ello el proceso de disolucion de la silice se vea retardado
frente al de degradacién del polimero.
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lll. Conclusiones

En la presente tesis doctoral se ha planteado como objetivo principal el disefio y
desarrollo de nanotransportadores, basados en nanoparticulas de silice mesoporosa (MSNs)
para su aplicacién en terapia antitumoral. Las MSNs presentan altas superficies especificas y
facilidad de funcionalizacién, por lo que pueden ser aprovechadas para el disefio de
nanodispositivos para administracién controlada de farmacos. Este objetivo se ha abordado
mediantes tres aproximaciones diferentes: A) la utilizacion de campos magnéticos alternos
como disparadores de la liberacion, B) la generacidn in situ de especies citotdxicas mediante
profarmacos, y C) encapsulacion de agentes terapéuticos en nanotransportadores de
naturaleza blanda.

Conclusiones especificas de la aproximacion A:

A.l) Se han desarrollado nanodispositivos estimulo-respuesta con capacidad de
liberar una carga retenida en los poros mediante la aplicacion de campos magnéticos.
Estos nanodispositivos se han disefiado para contener nanoparticulas magnéticas en el
interior de una matriz mesoporosa y un recubrimiento polimérico termosensible sobre la
superficie, que impide la liberacidon prematura de la carga contenida.

A.2) Bajo la aplicacion de un campo magnético alterno, las nanoparticulas
magnéticas alojadas en el interior del transportador incrementan la temperatura del
nanodispositivo, provocando la transicién hidrofilico/hidrofébico del recubrimiento
polimérico termosensible. Esta transicién es reversible y por tanto facilita la liberacién o
retencién de la carga a voluntad.

A.3) Las nanoparticulas magnéticas manifiestan el efecto de “puntos calientes” o
hot spots. La temperatura generada por las nanoparticulas magnéticas a escala
nanométrica induce la apertura del recubrimiento polimérico, sin que se observe un
aumento de temperatura del medio en el que se encuentra el nanotransportador.

A.4) El funcionamiento del dispositivo es modulable a través del control de la
composicion y estructura del recubrimiento polimérico. Los recubrimientos de baja
densidad impiden la liberacidn de la carga a temperaturas superiores a la temperatura de
transicion del polimero. Por el contrario, los recubrimientos densos se comportan de
manera opuesta: a temperaturas inferiores a la temperatura de transicion (como los 37 ¢C
de temperatura fisioldgica) la carga queda retenida, y solo al alcanzar temperaturas del
rango de hipertermia (40 — 45 2C) la carga se libera al medio.

A.5) Mediante la modificacién de la composicién quimica del recubrimiento se ha
implementado la capacidad estimulo-respuesta del polimero. De esta manera se ha
controlado la cinética de liberacidn de dos sustancias diferentes cargadas en el mismo
nanotransoportador.

A.6) El comportamiento estimulo-respuesta de los nanovehiculos desarrollados los
convierte en excelentes candidatos para la ejecucidon de ensayos preclinicos en modelos
animales. En la actualidad se estan realizando estudios de internalizacion y citotoxicidad in
vitro con estos nanotransportadores funcionalizados con un agente de vectorizacién activa
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hacia células de neuroblastoma humano. Posteriormente, se evaluard la eficacia en terapia
antitumoral mediante tratamientos con nanoparticulas cargadas con doxorubicina en
ratones que desarrollan neuroblastoma.

Conclusiones especificas de la aproximacion B:

B.1) Se ha desarrollado un nuevo nanotransportador para la generacién de agentes
citotodxicos in situ. Este nanovehiculo se ha disefiado para alojar un profdrmaco inocuo en
el interior de nanoparticulas de silice mesoporosa, y la enzima responsable de su
activacion sobre la superficie.

B.2) La actividad enzimatica de la proteina nativa no se ve afectada por su inclusién
en una capsula polimérica. Esta cdpsula protege a la enzima de la desnaturalizacién y
permite su anclaje efectivo a la superficie de las nanoparticulas.

B.3) Este nanotransportador es internalizado por las células tumorales y produce
muerte celular. Este hecho indica que el profarmaco liberado de la matriz mesoporosa es
activado por la enzima, generando compuestos citotéxicos en el medio intracelular que
destruyen las células cancerosas.

Conclusiones especificas de la aproximacion C:

C.1) Se ha desarrollado un nuevo método de obtencion de cdpsulas de
polidopamina con distintos agentes terapéuticos encapsulados. El procedimiento, basado
en la utilizacién de nanoparticulas de silice mesoporosa como plantilla, permite la
inclusidon de agentes terapéuticos gracias a la ausencia de compuestos quimicos agresivos
comunmente utilizados en la disolucion del molde de silice.

C.2) La carga antitumoral de las nanocdpsulas se libera de manera dependiente del
pH del medio en el que se encuentren. La naturaleza zwitteriénica de la cdpsula de
polidopamina y la carga electrostatica del compuesto alojado en su interior, regulan la
cinética de liberacion de este dispositivo.

C.3) Este nanotransportador es apto para inducir muerte celular en condiciones in
vitro. Por lo tanto, la doxorubicina del interior de las capsulas es capaz de difundir al
citosol de la célula a través de la corteza de polidopamina provocando toxicidad.
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Anexo A. Técnicas de caracterizacion

A.1. Caracterizacion estructural

A.1.1. Difraccion de rayos X (XRD)

La técnica de difraccion de rayos X a alto angulo fue empleada para el estudio
estructural de las nanoparticulas de éxido de hierro de sintetizadas. Los rayos X son un tipo de
radiacion electromagnética cuyo espectro de longitudes de onda se sitda en el rango de 1-100
A. La difraccién de rayos X se produce cuando un haz de energia con una longitud de onda del
mismo orden de magnitud que la distancia interplanar de los atomos (del orden de unos pocos
A) interacciona con estructuras cristalinas generando asi una dispersién elastica de ondas que
estan en fase e interaccionan de forma constructiva. La difraccién sélo se da en determinados
angulos de acuerdo con la Ley de Bragg (nA=2d,y sen6@). La posicion de los maximos de
difraccion correspondientes a cada familia de planos (hkl) permite conocer la estructura
cristalina de las muestras. En esta tesis doctoral se ha utilizado para la identificacién de las
fases correspondientes de dxidos de hierro y—Fe,0; y Fe;0,4, asi como la ausencia de a— Fe,0s.
También se empled para la determinacién del tamafio de cristal (o dominio coherente de
difraccidon) de las SPION mediante la ecuacidon de Debye-Scherrer y compararlo con otras
técnicas como TEM, SEM o DLS.

La misma técnica, aplicada a bajos angulos de incidencia (difraccidon de rayos X a bajo
angulo, SAXRD) se emplea en la caracterizacion estructural de materiales con grandes
distancias interplanares (del orden de decenas de A). La muestra se expone a un haz de RX
monocromatico y a partir de la difraccion a muy bajo angulo (26 = 0.62 — 1092) es posible
obtener informacién sobre la estructura de los materiales. En el caso de los materiales
mesoporosos ordenados de silice, el material es amorfo a escala atdmica, sin embargo su
mesoestructura porosa produce reflexiones que dan lugar a maximos de difraccién a bajo
angulo cuando los poros estan ordenados.
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Figura A.1. A) Esquema de la Ley de Bragg. B) Difractogramas de RX, las lineas corresponden a los
maximos de difraccién de Fe;0,.

A.1.2.  Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

Esta técnica permite obtener imdagenes a escala atdmica de los materiales. Es
especialmente util para visualizar la estructura y la distribucién de tamafo de nanoparticulas,
ademas de su forma. La microscopia de transmisidn electrdnica se basa en la interaccién que
se produce cuando un haz de electrones de elevada energia obtenido mediante lentes
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magnéticas se hace incidir sobre la muestra y pasa a través de ella. Se obtiene una imagen que
contiene informacién estructural y morfolégica. Esta técnica hace uso de las propiedades
ondulatorias de los electrones para obtener las imagenes y los diagramas de difraccidn.
Permite, obtener imagenes de defectos planares, contraste de fases e imagenes con resolucion
atémica (Microscopia electrénica de alta resolucién, HRTEM). La imagen esta asociada a la
intensidad del haz de electrones que son transmitidos a través de la muestra, por lo que el
espesor de la muestra debe ser los suficientemente pequefio para permitir el paso de los
electrones. Por otro lado, el contraste electronico estd asociado a los mecanismos de
interaccion de los electrones con el material de la muestra.

En el estudio de materiales mesoporosos es una herramienta que permite analizar el
tamanfio de las nanoparticulas, su morfologia, la presencia y el tamafio de los poros e incluso la
presencia de moléculas pequefias en el interior de los mismos.

Figura A.2. Microscopio de electrénico de transmision (TEM) JEM ARM200cF con aberracién corregida
en la lente condensadora.

A.1.3. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

El microscopio electrénico de barrido (SEM, Scanning Electron Microscope), es una
técnica de microscopia electrénica capaz de producir imagenes de alta resolucion de la
superficie de una muestra utilizando un haz de electrones. Aporta informacion sobre la
superficie de las nanoparticulas, asi como su tamafio y forma. Poseen una gran profundidad de
campo, que permite enfocar a la vez gran parte de la muestra. La preparacién de las muestras
requiere el recubrimiento de la muestra con un metal (generalmente oro) si la muestra no es
conductora, aunque puede no ser necesario si se trabaja a voltajes muy bajos (0.5 kV). La
técnica consiste en hacer incidir un haz de electrones sobre una muestra opaca a los
electrones, realizando un barrido de la misma en una trayectoria de lineas paralelas. Los
electrones secundarios y retrodispersados son recogidos por un detector para formar la
imagen final. También es posible adquirir una sefial de rayos X producida por la muestra hacer
un analisis espectrografico de la composicion de la muestra. En esta tesis doctoral ha sido
empleado para la caracterizacion de la morfologia y el tamafo de las MSNs.
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A.1.4. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR)

Esta técnica es muy utilizada en la elucidacién de estructuras moleculares, en estudios
cinéticos y termodindmicos, incluso con fines cuantitativos. La resonancia magnética nuclear
es un fenédmeno fisico que se basa en la interaccién de los momentos magnéticos de los
nucleos atémicos con un campo magnético externo. Los nucleos con momento magnético
distinto de cero absorben la radiacién electromagnética en el rango de la radiofrecuencia. La
frecuencia a la que tiene lugar la absorcion depende del entorno quimico (o apantallamiento
electrénico) de los nucleos irradiados, con lo que es posible determinar la estructura de las
moléculas dependiendo del desplazamiento quimico al que aparecen las sefiales. Los nucleos
mas utilizados en esta espectroscopia son el *H (el mas abundante en la naturaleza) y **C, poco
abundante en la naturaleza, lo que conlleva mayores tiempos de adquisicion de sefal. En esta
tesis doctoral, esta técnica ha sido muy util en la caracterizacion de polimeros lineales, puesto
gue permite conocer la cantidad relativa entre mondmeros incluidos en la estructura de co-
polimeros comparando la relacion de sefiales caracteristicas de los mondédmeros que los
componen.

A.1.5. Porosimetria de adsorcion de nitrégeno

La adsorcidn fisica de nitrogeno es una técnica que permite el anadlisis de las
propiedades texturales de los sdlidos. Esta técnica estd basada en la interaccidon que tiene
lugar entre el nitrogeno gas (adsorbato) y el sélido que se quiere caracterizar (adsorbente).
Permite conocer las caracteristicas del sélido en términos de superficie especifica, volumen y
tamanfio de poro, los cuales son factores fundamentales en la capacidad para alojar farmacos
en el interior de la estructura. Cuanto mayor es el drea especifica mayor capacidad tiene un

solido para retener agentes terapéuticos. De este andlisis se obtiene una curva de isoterma de
adsorcion-desorcidn, la cual relaciona el volumen de gas retenido por la superficie del sélido
en funcidn de las condiciones de presién. Las isotermas se interpretan mediante diferentes
modelos matematicos que permiten obtener los valores de las propiedades texturales. Uno de
los mas usados para determinar el drea especifica de los sélidos es el método B.E.T.
(Brunauer-Emmett-Teller). El método mas usado para conocer los parametros de distribucion
de tamafios de poro es el de Barret-Joyner-Halenda (BJH) que permite obtener estas medidas
en el rango de los mesoporos (2-50 nm). Existen seis tipos de isotermas de adsorcion
clasificadas por la IUPAC, siendo la de tipo IV la caracteristica de sélidos mesoporosos. La
isoterma de adsorcidon de tipo IV, presenta un incremento importante de la cantidad de
nitrégeno adsorbida a presiones relativas intermedias, que ocurre mediante un mecanismo de
llenado en multicapas. En esta tesis doctoral, ha permitido confirmar la capacidad de carga de
farmacos de los nanotransportadores, asi como la existencia de poros y su distribuciéon de
tamanos.

A.1.6. Espectrometria de masas MALDI-TOF

Esta técnica es utilizada en la deteccién de moléculas en un amplio rango de masas
moleculares. Permite detectar desde péptidos, azlcares y lipidos, hasta macromoléculas como
polimeros, dendrimeros o proteinas. Se basa en la ionizacién mediante un laser pulsado de
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sustancias embebidas en una matriz (MALDI, Matrix Assisted Laser Desorption/lonization). La
energia del laser es absorbida por la matriz, lo que provoca tanto la transferencia de H al
analito como la desorcion de los iones de la fase sélida a la gaseosa. Las especies cargadas
“vuelan” por un tubo al que se encuentra acoplado el detector (TOF, Time of Flight), que
recoge el tiempo de vuelo de las especies y permite identificarlas. En la presente tesis doctoral
esta técnica se utilizd para demostrar la funcionalizacién de la enzima HRP, detectando el
cambio en su masa molecular debido a los grupos acroilo anclados, permitiendo incluso
calcular su numero de manera aproximada (articulo 4).

A.2. Caracterizacion magnética

A.2.1. Medidas de tasa de absorcion especifica (SAR, Specific Absorption
Rate)

Para conocer la capacidad de los materiales para generar calor bajo la aplicacion de un
campo magnético alterno se usaron dos tipos de inductores de campo, uno comercial capaz de
trabajar a diferentes frecuencias y amplitudes de campo (DM100 series, nanoScale
Biomagnetics) perteneciente al Grupo de Nanotecnologia y Apoptosis (NAP) del Instituto de
Nanociencia de Aragdn, y otro construido por Fives Celes, capaz de trabajar a frecuencia
(100kHz) y amplitud (200 Oe) fijas. En estos equipos el campo magnético es generado
mediante una bobina de induccidn con refrigeracién interna y el aumento de temperatura de
la muestra es monitorizado mediante una sonda de fibra déptica que no interfiere en la
aplicacion del campo. De esta manera, se calcula la capacidad de calentamiento de las
nanoparticulas en funcidn de su masa (en W-g™) que puede determinar su posible aplicacion
en hipertermia magnética.

A.2.2. Magnetometro de muestra vibrante (VSM)

Mediante el VSM se realizd la caracterizacion magnética de las particulas a
temperatura ambiente. Conocer las propiedades magnéticas de los materiales permite su
clasificacion en funcién de su respuesta magnética, es decir, si son diamagnéticos,
paramagnéticos, ferromagnéticos o superparamagnéticos. El principio de funcionamiento de
esta técnica es la Ley de Induccidon de Faraday, donde un campo magnético variable produce
un campo eléctrico que puede ser medido y asi obtener informacidn acerca de las propiedades
magnéticas de la muestra. Para ello la muestra es sometida a una oscilacion armdénica
Unicamente en el eje vertical, perpendicular al campo magnético generado por un electroiman
que por tanto magnetiza la muestra. El movimiento de la muestra dentro del campo
magnético genera un voltaje inducido en unas bobinas de deteccion a ambos lados de la
misma. Ese voltaje es proporcional al momento magnético de la muestra y por tanto a su
magnetizacién (M) en funcion del campo magnético aplicado (H). En esta tesis doctoral,
permitid calcular el porcentaje en peso de SPION dentro de las MMSNs sintetizadas, asi como
el caracter superparamagnético de los 6xidos de hierro utilizados. Las medidas de VSM fueron
realizadas en el Instituto de Sistemas optoelectrénicos y Microtecnologia (ISOM) de la ETSI de
Telecomunicaciones de la Universidad Politécnica de Madrid (UPM), bajo la supervision de la
Dra. M2 del Mar Sanz LLuch.
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Figura A.3. Imagen del equipo VSM (a) y esquema de funcionamiento de la técnica (b).
A.3. Caracterizacion fisicoquimica

A.3.1. Dispersion de luz dindmica (DLS, Dynamic Light Scattering)

Esta técnica permite la caracterizacion de las suspensiones coloidales. Consiste en
hacer incidir un ldser monocromatico sobre una suspensién de particulas en movimiento
browniano. Este movimiento causa un desplazamiento en la longitud de onda del haz incidente
(por efecto Doppler) sobre las particulas que esta relacionado con su tamafio. La funcion de
correlacién relaciona el comportamiento de los fotones del haz incidente con el haz de luz
dispersado. Mediante la medida de los coeficientes de difusién de las particulas y el uso de la
funcién de correlacion, es posible calcular la distribucién de tamafios y obtener una
descripcién del movimiento de las particulas en el medio. Las medidas de tamafio obtenidas se
refieren como radio hidrodindmico debido a que incluyen la esfera de solvatacién de la
particula que la acompafia el movimiento, por lo que las medidas usualmente difieren de
aquellas obtenidas por otras técnicas, como SEM o TEM. También es posible medir tamafios de
particula en disolventes organicos, ajustando los parametros de viscosidad e indice de
refraccion en funciéon del dispersante utilizado.

A.3.2. Maedidas de potencial zeta ({ Potential)

Esta técnica permite conocer la carga neta de la superficie de nanoparticulas en
suspension acuosa. El potencial  se refiere a la diferencia de potencial existente ente el medio
de dispersion y la capa de fluido estacionaria sobre la superficie de las nanoparticulas
dispersadas. Es uno de los anadlisis claves para conocer la estabilidad coloidal de las
dispersiones. Su magnitud indica el alcance de las repulsiones electrostaticas entre particulas
cargadas en una dispersion. En general, particulas pequefias con altos potenciales (positivos o
negativos) forman coloides mas estables debido a la alta repulsién electrostatica entre ellas.
Por otro lado, las particulas con potenciales préximos a cero tienden a coagular o flocular,
aunque es posible estabilizarlas mediante el uso de agentes estabilizantes (sobre todo
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polimeros) que minimicen los efectos de la carga en superficie. La realizacién de medidas de
potencial en funcidn del pH (curvas de potencial) son comunes para el estudio de la estabilidad
coloidal de la suspensidn. Es una técnica de facil manejo y rapida, especialmente util para
contrastar la eficacia de funcionalizaciones mediante la observacidon de cambios en el potencial
antes y después de la modificacién de la superficie, lo que permite incluso la identificacion de
grupos funcionales.

A.3.3.  Andlisis termogravimétrico (TGA)

Esta técnica de analisis térmico se utiliza en la medicién de cambios en las propiedades
fisicas y quimicas de los materiales, normalmente en funcién de un incremento de
temperatura constante; aunque también es posible obtener los resultados en funcién del
tiempo si se fijan los pardametros de temperatura y/o pérdida de peso. Dentro de las multiples
aplicaciones posibles para materiales hibridos, la pérdida de masa en funcién de la
temperatura determina la cantidad de masa orgdnica presente en el material. Asi pues, se
puede determinar la efectividad de la funcionalizacion de un material si se observa un
aumento en el contenido organico de la muestra en relacién con el material precursor. En esta
tesis doctoral las medidas se llevaron a cabo entre los 30 eC y 600 2C, donde la cantidad de
masa organica se determind entre 100 2C y 500 2C con una primera etapa de secado (15 min a
100 °C) para desestimar las pérdidas de masa por humedad y la exclusion de Ia
policondensacién de grupos silanol (T > 500 C).

A.3.4. Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FT-IR)

Esta técnica consiste en hacer incidir un haz de radiacion infrarroja sobre la muestra y
determinar la radiacidén incidente absorbida. La forma del espectro viene determinada por las
frecuencias de vibracion de los enlaces que forman las estructuras moleculares, por lo que es
posible inferir multitud de grupos funcionales de las estructuras moleculares de los
compuestos. La fortaleza de los enlaces, la masa de los atomos implicados, la simetria de la
molécula y sus modos normales de vibracién son factores que definen las absorciones activas,
por lo que el espectro IR es caracteristico del compuesto analizado.

En esta tesis doctoral fue una técnica fundamental en la caracterizacion de materiales
hibridos mesoporosos, puesto que aporta informacién vital sobre la eficacia de Ia
funcionalizacidon de materiales. Con esta técnica se pudieron detectar las modificaciones de la
superficie con moléculas pequefias, la correcta eliminacion de los surfactantes y restos de
reactivos o la presencia de macromoléculas unidas o adsorbidas en los materiales, entre otras.

A.3.5. Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis)

Los espectros UV-Vis se generan mediante la diferencia intensidad entre el haz emitido
sobre una muestra y el haz incidente en el detector, lo que indica la absorcidn de este tipo de
radiacion (200 — 700 nm) por parte de una muestra en disolucidn. Las bandas de adsorcién en
las regiones ultravioleta y visible corresponden a transiciones electrénicas en la capa de
valencia. Gracias a esta técnica espectroscépica, en esta tesis doctoral se ha podido realizar la
detecciéon de analitos relacionados con magnitudes como la actividad enzimatica (EA), la
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determinacion de proteinas mediante acido bicinconinico (BCA) y de grupos amina en
nanoparticulas mesoporosas mediante su proteccidn/desproteccién con cloroformiato de
9-fluorenilmetilo (FmocCl).

A.3.6. Espectroscopia de fluorescencia

En espectroscopia de fluorescencia, las especies son excitadas desde su de estado
electrénico fundamental (mediante la absorcién de un fotén de una determinada longitud de
onda) a uno de sus estados electrénicos excitados. A continuacion, la molécula fluorescente
vuele a su estado fundamental perdiendo parte de la energia absorbida mediante la emisidn
de un fotén de una longitud de onda distinta a la de excitacidn. La gran sensibilidad de Ia
técnica y la variedad de fluordforos disponible la hace muy versatil. En esta tesis doctoral, se
ha aplicado en el marcaje de proteinas y nanoparticulas para su localizacién por microscopia
confocal (apartado 111.1.4.2) y como farmaco modelo para monitorizar los perfiles de liberacion
desde matrices mesoporosas de materiales estimulo-respuesta.

A.3.7. Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

Esta técnica de cromatografia permite la separacién, monitorizacion y deteccién de
sustancias en funcidn de las caracteristicas tanto de la columna cromatografica (fase
estacionaria) y el eluyente (fase) mévil como del propio analito. La separacién se produce por
las interacciones quimicas y fisicas (grupos funcionales, tamario, etc.) del analito con la fase
estacionaria a medida que recorre la columna, lo que diferencia la velocidad de elucion
determinando el tiempo de retencidn, el cual es identificativo de cada compuesto en cierta
fase movil y estacionaria. El uso de altas presiones reduce la difusién dentro de la columna
mediante el incremento de la velocidad lineal del compuesto, lo que mejora la resolucién de la
cromatografia. En esta tesis doctoral se empled en la determinacién de proteinas inhibidoras
de tripsina (STI, articulo 1) y acido indol-3-acético (IAA, articulo 4) en los ensayos de liberacion
in vitro de estas sustancias.

A.3.8. Cromatografia de permeabilidad en gel (GPC)

Esta técnica es un tipo de cromatografia de exclusiéon por tamafio. Se emplea en la
separacion de moléculas en funcién de su tamafio, lo que permite estudiar el peso moleculary
su distribucion. La separacion tiene lugar mediante el uso de un material poroso como fase
estacionaria empaquetada en la columna, el cual se comporta como un tamiz o filtro
molecular. La fase mévil debe arrastrar los diferentes componentes, sin interaccionar con la
muestra ni con la fase estacionaria, por lo que la muestra debe ser soluble en la fase movil. El
tiempo de retencién de los componentes en la columna depende del tamafio molecular de los
mismos. De esta manera, los analitos mas pequefios entran mds facilmente en los poros y por
tanto emplean mas tiempo en recorrer la fase estacionaria, aumentando su tiempo de
retencién. Por el contrario, los analitos de peso molecular mas grandes se ven menos
retenidos en los poros y eluyen rapidamente, dando lugar a tiempos de retencion menores.
Todas las columnas tienen una gama de pesos moleculares que pueden ser separados.
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Una de las aplicaciones mas extendidas de esta técnica es la caracterizacion de
polimeros. A partir de los cromatogramas GPC obtenidos y de los correspondientes datos
cromatograficos, se calculan los pesos moleculares promedio (My y My) y el indice de
polidispersidad (PI, del inglés polydispersity index). Para ello es necesario utilizar mezclas de
patrones de pesos moleculares conocidos para evaluar los pesos moleculares
correspondientes a cada tiempo de retencion. En esta tesis doctoral, esta técnica se utilizé en
la determinacién de los pesos moleculares de polimeros lineales termosensibles (secciéon
11.1.3.3). Para ello, se utilizé un mddulo de separaciéon Waters 2695 HPLC combinado con un
detector de indice de refraccion Waters 2414. Las medidas de GPC se llevaron a cabo mediante
el uso de patrones de polietilenglicol y DMF con LiCl 10 mM como eluyente.

A.4. Ensayos celulares

A.4.1. Estudios de absorcion celular mediante microscopia confocal de
fluorescencia

Es una técnica dptica de imagen para eliminar la luz desenfocada mediante una
apertura localizada delante del fotomultiplicador, por lo que puede adquirir imagenes sélo del
plano focal. Es capaz de reconstruir imagenes tridimensionales mediante el apilamiento de
sucesivas capas. Su uso estd generalizado en investigacién biomédica, ya que permite el
seguimiento procesos bioldgicos mediante el marcaje fluorescente de biomoléculas. En la
presente tesis doctoral, esta técnica permitié realizar la localizacién inequivoca de
nanoparticulas en el interior de las células, estudios de absorcion celular, asi como la co-
localizacién entre el nanodispositivo y orgdnulos marcados con fluoréforos especificos.

A.4.2.  Estudios de viabilidad celular por citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica biofisica que permite obtener informacion sobre
poblaciones celulares grandes (habitualmente entre 5000 y 10000). Las células suspendidas en
una solucién salina, atraviesan un fino tubo transparente una a una sobre el que incide un haz
de luz laser, cuya dispersion y reflexiéon son analizadas en duracién, intensidad y espectro. El
citdmetro de flujo detecta como las células interactian con el ldser segun cémo la célula
desvia la luz incidente (parametros FSC y SSC) o emite fluorescencia (parametros FL1, FL2 y
FL3). Los datos obtenidos permiten el recuento y clasificacién de células en funcidon de
pardmetros como morfologia, la presencia de biomarcadores, tamafio y complejidad celulares.

Una de sus aplicaciones mds extendidas, utilizada también en esta teis doctoral
(articulos 4 y 5), es la de medir la viabilidad celular. Esto se consigue mediante marcadores
fluorescentes especificos capaces de traspasar la membrana celular y comparando la seiial
(nimero de células vivas) con la muestra control. También es posible el marcaje de células
apoptéticas y apoptdticas tardias con marcadores (incapaces de traspasar la membrana de
células vivas) para conocer los procesos de muerte celular.
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Esta tesis doctoral se centra en el diseiio, sintesis y caracterizacién
de nanosistemas para el tratamiento del cancer basados en la
utilizacion de nanoparticulas mesoporosas de silice (MSNs). La
quimioterapia tradicional carece de selectividad hacia las masas
tumorales, por lo que los farmacos anticancerigenos
administrados causan graves efectos secundarios en los pacientes.
Las MSNs muestran excelentes propiedades para transportar
farmacos antitumorales debido a su alta area superficial y
volumen de poro, actuando asi como reservorio de citotoxicos
hasta la acumulacion de las MSNs en el tejido diana. En esta tesis
doctoral, se han estudiado diferentes aproximaciones para la
administracion controlada de farmacos como son: la liberacion

asistida por campos magnéticos alternos, la generacion de agentes
citotoxicos in situ y la obtencion de nanocapsulas de
polidopamina; esta altima utilizando nanoparticulas mesoporosas
de silice como plantilla.
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