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Resumen

La barrera hematoencefalica (BHE) es la superficie que separa la sangre y el encéfalo,
ademas es uno de los mayores obstaculos que tienen los farmacos para poder actuar a nivel
del sistema nervioso central. S6lo permite el paso de moléculas pequefias y lipofilas mediante
transporte pasivo, por otro lado hay ciertas moléculas que pueden atravesarla mediante
transporte activo ya sea mediado por receptor o mediado por carrier entre otros mecanismos.

Los gliomas son un grupo de tumores que se desarrollan en las células gliales del
sistema nervioso central, para tratarlos con farmacos hay principalmente dos inconvenientes:
la dificultad de atravesar la barrera hematoencefalica y conseguir una elevada selectividad
hacia el tumor. Una de las posibles estrategias para poder acceder a estos tumores es usando
nanoparticulas, sistemas de liberacidn de farmacos de tamafio inferior a un micrometro, cuya
superficie se puede modificar afiadiendo distintas moléculas capaces de interactuar con los
diferentes receptores presentes en la BHE y en el glioma solventando de este modo los dos
problemas principales, esta técnica se conoce como funcionalizacion.

Se proponen cuatro estrategias de funcionalizacion de nanoparticulas que consisten en
conjugar con Angiopep que se une a LRP, con Péptido-22 que se une a LDLR, con CRT que
se una al complejo transferrina-receptor de transferrina y por ultimo con 2-deoxy-DGlucosa
que se une a los receptores GLUT estando todos estos receptores sobreexpresados en barrera
hematoencefalica y en ciertas células gliales. De cada nanoparticula funcionalizada se va a
analizar técnica de elaboracion, caracterizacion, ratio de transporte a través de la barrera,
consumo tumoral y liberacion de paclitaxel obteniendo asi resultados que permiten demostrar
que en mayor o menos medida se cumplen los objetivos propuestos de atravesar BHE vy
aumentar la selectividad hacia el glioma.

En conclusién, la funcionalizacion de nanoparticulas es una linea de investigacion
muy prometedora en el tratamiento de tumores del sistema nervioso central ya que se
consiguen buenos resultados de paso a través de la barrera hematoencefalica y se aumenta la

presencia de farmaco en la zona del tumor alcanzando concentraciones terapéuticas.

1. Introduccidn y antecedentes

Las nanoparticulas son sistemas coloidales de tamafio inferior a una micra y
generalmente de naturaleza polimérica. Suelen fabricarse con polimeros sintéticos destacando
los poliésteres de caracter hidrofébico como el poliacido lactico y los copolimeros de éste con

el acido glicolico (PLGA) [1]. La superficie de las nanoparticulas se puede modificar



incorporando distintas moléculas para hacerlas mas especificas de una diana en concreto, es lo
que se conoce como funcionalizacion [2].

En este trabajo se van a analizar algunas de las estrategias que se emplean para la
funcionalizacion de las nanoparticulas que permitan facilitar su paso a través de la barrera
hematoencefélica (BHE) y poder actuar asi sobre algunas patologias habituales en el sistema
nervioso central como el glioma.

La barrera hematoencefalica (BHE) es la superficie de contacto que separa la sangre y
el encéfalo [3]. Estructuralmente esta compuesta por células endoteliales de la pared capilar
estrechamente unidas entre si sin permitir la formacion de poros, es una membrana basal
continua que rodea el capilar por fuera de las células endoteliales y las prolongaciones
pediculadas de los astrocitos [4]. Estos astrocitos se adhieren a la superficie externa de la
pared del capilar, como se puede observar en la Figura 1, y contribuyen al menos al
mantenimiento de las caracteristicas de la BHE, incluyendo las uniones estrechas entre las
células [5]. En términos moleculares, la barrera hematoencefalica es una bicapa lipidica

continua que rodea las células endoteliales y aisla el tejido encefalico de la sangre [4].
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Fig, 1 Capilar del SNC

La Barrera hematoencefalica tiene tres funciones principales: proteger al cerebro de
compuestos y moléculas circulantes en el torrente sanguineo; permitir el transporte selectivo,
desde la sangre hasta el cerebro, de moléculas necesarias para el funcionamiento del cerebro
(oxigeno, glucosa, aminoacidos, nutrientes esenciales) y metabolizar elementos de la sangre

hacia el tejido nervioso y viceversa [6].
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Fig. 2: Mecanismo de transporte a través de BHE
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Debido a las caracteristicas que presenta la BHE, solamente el agua, gases y

determinadas sustancias liposolubles y de pequefio peso molecular son capaces de atravesar la

barrera. El resto de las sustancias, necesitan el uso de receptores o transportadores especificos

para conseguirlo (figura 2). En la tabla 1 se muestran los mecanismos de transporte que se

pueden emplear para el paso a través de BHE.

Transporte Descripcion Tipo Ejemplo Ref.
Condicionado por Pequefias  moléculas
Transcelular o [7]
peso molecular y lipofilas
T. Pasivo lipofilia. El peso
Pequefias moléculas
molecular debe ser Paracelular [7]
P hidrofilas
inferior a 600 Da
i . Endocitosis o
) Transporte a través de Mediado por o _
T. Activo transcitosis del complejo | [7]
la BHE con gasto de receptor (RMT) |
ligando-receptor: LRP




energia. Transporte La sustancia se une a
muy selectivo Mediado por | molécula -

carrier (CMT) | transportadora: Glucosa
seunaa GLUT 1

T. activo de salida | Glucoproteina P(gp-P) | [7]

Moléculas cationizadas
Adsorcion* que entran con 7]
(AMT) vesiculas: algunos

anticuerpos

Manitol: es un agente

o osmotico que deseca
Quimica ] [7]
Se crean aperturas en las células y separa las

la barrera que uniones
Ruptura

permiten el pasos de o Algunas citocinas
) Bioldgica [7]
sustancias como la IL1B

. Ultrasonidos,  laser,
Fisica o [7]
campos electricos

Tabla 1. Diferentes mecanismos de transporte a través de la BHE
*La superficie de la Barrera hematoencefalica esta cargada negativamente. Algunas moléculas que normalmente
no la cruzan son cationizadas aumentando la interaccién con la barrera formando complejos capaces de cruzar

mediante vesiculas.

El conocimiento de los diferentes mecanismos de transporte posibilita el disefio de
distintas estrategias para favorecer el paso a través de BHE. En este sentido, la incorporacion
a la superficie de las nanoparticulas de ligandos especificos, que puedan ser reconocidos por
receptores y/o transportadores, ha permitido el paso de numerosas sustancias que se
encuentran encapsuladas en los nanosistemas y que, debido a sus caracteristica fisico-
guimicas, no son capaces de alcanzar el cerebro.

Este trabajo esta enfocado a las estrategias que se emplean para la funcionalizacion de
nanoparticulas destinadas al tratamiento del glioma, un grupo heterogéneo de tumores que se
desarrollan en las células gliales del sistema nervioso central. Dentro de los tipos de glioma,

el glioblastoma es el mas comin y mas agresivo de los tumores cerebrales primarios [8].




2. Objetivos.

El objetivo de este trabajo es realizar una revision bibliografica que permita comparar
las diferentes estrategias empleadas para la funcionalizacion de nanoparticulas en el
tratamiento de tumores cerebrales. Para seleccionar la estrategia mas adecuada, las
nanoparticulas deberan atravesar eficazmente la barrera hematoencefélica y alcanzar de forma

selectiva el tejido tumoral en el cerebro.

3. Metodologia.

Para alcanzar los objetivos propuestos, se ha realizado una revision bibliogréafica
empleando distintas bases de datos: PubMed, ScienceDirect, Google académico y Bucea.
Estas bases de datos estan disponibles en la biblioteca de la Universidad Complutense de
Madrid a través de internet.

La bdsqueda se realizd en castellano y en inglés, siendo mucho mas relevante la
informacion obtenida en este segundo idioma debido a que la mayoria de articulos en éste
area se encuentran publicados en este idioma. Se introdujeron numerosos términos de
busqueda obteniendo los resultados mas relevantes con los siguientes: "Blood-Brain Barrier",
"Target drugs BBB", "Nanoparticles BBB", "Nanoparticles glioma", "Glioma nanoparticles
modified”, "Dual targeting nanoparticles”, "Glioma nanoparticles therapy”, "Nanoparticles
Paclitaxel”, "BBB funtionalization". A partir de estos términos, se obtuvo una gran cantidad
de articulos que fueron revisados y seleccionados para ser incluidos en esta revision.

Por otro lado, para obtener informacion de términos més basicos, se ha recurrido a
realizar una basqueda en libros especializados. Conceptos como: barrera hematoencefalica,
nanoparticulas o glioma han sido consultados en libros de fisiologia, tecnologia farmacéutica

y medicina neuroldgica respectivamente.

4. Resultados y discusion

Se van a exponer cuatro estrategias diferentes de funcionalizacién de nanoparticulas
analizando los componentes de la formulacion y con qué técnica estan fabricadas, el
mecanismo de paso a través de la barrera hematoenceféalica, la selectividad sobre las células

tumorales y los resultados obtenidos in vitro e in vivo.



4.1 Elaboracion de las nanoparticulas

La técnica que usan todos los autores para elaborar las nanoparticulas es la de
ultrasonidos. En primer lugar los polimeros se disuelven en diclorometano, posteriormente se
afiade lentamente una solucion de sodio colato y se realiza la sonicacion de la mezcla. Se
forma una emulsion O/A que se dispersa en un volumen de sodio colato y se mantiene en
agitacion unos minutos con agitador magnético para eliminar parte del diclorometano y
favorecer la solidificacion de las nanoparticulas. A continuacién, se pasa la mezcla por un
rotavapor para evaporar los restos de disolvente organico formandose una suspension de
nanoparticulas que son centrifugadas y lavadas con agua desionizada, las nanoparticulas

resultantes se resuspenden en una solucion tampon para su posterior funcionalizacion [9].

Xin y col. preparan nanoparticulas con Polietilenglicol-co-Policaprolactona (PEG-
PCL) [9]. En primer lugar se parte de Metoxi-PEG (MePEG) y Maleimide-PEG que actlan
como iniciadores de la reaccion, estos polimeros se unen a la caprolactona (PCL) mediante
polimerizacion por apertura de anillo, de este modo obtenemos MePEG-PCL y Maleimide-
PEG-PCL que son los polimeros que se utilizan para elaborar las nanoparticulas, la técnica de
elaboracion es la sonicacion [10]. Una vez obtenidas las nanopatrticulas, se funcionalizan con
Angiopep (ANG). Se afiade Angiopep a la solucién tampon que contiene las nanoparticulas
durante 8 horas bajo flujo de Nitrogeno. Los grupos externos de Melaimide reaccionan con

los grupos tiol del Angiopep formando las nanoparticulas funcionalizadas (ANG-NP) [9].
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Fig 3. Elaboracion de ANG-NP-PTX

Zhang y col elaboran sus nanoparticulas con polietilenglicol-co-acido polilactico
(PEG-PLA). Se realiza la técnica de sonicacion partiendo de MPEG-PLA y COOH-PEG-PLA

obteniendo las nanoparticulas preparadas para ser funcionalizadas, en este caso con un
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péptido 22 [11]. Las nanoparticulas se suspenden en agua desionizada y se incuban en exceso
de etilcarbodiimida (ETC) y de N-hidroxy-succinimida (NHS), como resultado se obtienen
nanoparticulas activadas que se hacen reaccionar con un péptido (P-22) bajo agitacion

magnética formandose las nanoparticulas cubiertas de péptido 22 (PNP) [11].
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Fig4. Elaboracion PNP-PTX

Kang y col se preparan nanoparticulas de Polilactico-co-glicélico-b-polietilenglicol
(PLGA-PEG). Se parte de PLGA que presenta grupos COOH vy se disuelve en diclorometano,
a continuacion se afiade un exceso de NHS para obtener NHS-PLGA previo secado a vacio.
Este PLGA activado se hace reaccionar con NH,-PEG-COOH obteniendo finalmente el
polimero deseado PLGA-PEG. Para preparar las nanoparticulas a partir de ese polimero se
usa el método de sonicacidn anteriormente descrito [12]. En este caso las nanoparticulas se
van a funcionalizar con un péptido CRT. Las nanoparticulas previamente formadas y
resuspendidas se incuban con NHS para obtener nanoparticulas activadas, a continuacion se
hacen reaccionar con el péptido CRT bajo agitacion magnética en una proporcion de 1:1

obteniendo las nanoparticulas funcionalizadas con CRT (CRT-NP) [12].
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Fig5. Elaboracion CRT-NP-PTX

Jiang y col elaboran las nanoparticulas y directamente las funcionalizan. Para ello,

emplean 2-deoxy-Dglucosa (DGIlu) conjugada con polietilenglicol-co-politrimetilencarbonato



(PEG-PTMC). En primer lugar se parte de NHS-PEG-PTMC y 2-amino-2deoxy-Dglucosa
que se disuelven en dimetilsulfoxido, se deja que se produzca la reaccion durante 48 horas y

se obtiene DGIu-PEG-PTMC. EI siguiente paso es formar las nanoparticulas usando la

sonicacion. Con este método empleado por estos autores, las nanoparticulas ya se forman con

los restos de Dglucosa en su superficie, por lo tanto ya se encuentran funcionalizadas [13].
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En todos los casos, los autores emplean como principio activo el paclitaxel (PTX), un

citostdtico muy utilizado en el tratamiento del glioma. Para la elaboracion de las

nanoparticulas cargadas los autores siguen el mismo método que para elaborar las

nanoparticulas inertes. La incorporacién del paclitaxel se realiza al comienzo de la

elaboracion de las nanoparticulas al disolver los polimeros en diclorometano se afiade una

cantidad adecuada de activo. Posteriormente se funcionalizan con las técnicas ya descritas [9,

11-13].
Autor Xiny col Zhang y col Kang y col Jiang y col
Polimero PEG-PCL PEG-PLA PLGA-PEG PEG-PTMC
Técnica de Sonicacioén Sonicacion Sonicacion Sonicacion
elaboracion
Funcionalizacion Angiopep Peptido 22 Peptido CRT 2-deoxy-
DGlucosa
Farmaco Paclitaxel Paclitaxel Paclitaxel Paclitaxel
Tamafno <100 nm 124,7 nm 136,3nm 71nm
promedio
Eficacia de - 35,8% 63,89% -




conjugacion

Potencial Zeta

-3,28+0,75 mV

-29,2+,8 mV

-18,43+2,54 mV

Referencia

[9]

[11]

[12]

[13]

Tabla 2: caracteristicas de las nanoparticulas funcionalizadas y cargadas de PTX

Como se observa en la tabla 2 las nanoparticulas formadas presentan tamafios muy
diferentes. EI tamafio de particula es una propiedad importante que afecta al paso a través de
la BHE a cerebro, un tamafo inferior a 200 nm favorece el paso de los nanosistemas [14].
Ademas, el tamafio también influye sobre la retencién en el tejido tumoral siendo mayor para
las nanoparticulas mas pequeiias [9, 13]. En todos los casos, los autores elaboran
nanoparticulas con un tamafio adecuado para pasar la BHE, sin embargo el pequefio diametro
de ANG-NP-PTX y de DGIu-NP-PTX puede proporcionar unas mejores propiedades para su
los objetivos planteados.

Las nanoparticulas elaboradas por Kang y col son las que mayor eficacia de
conjugacion tienen, esto quiere decir que hay mas cantidad de péptido que se une al polimero
en comparacion con otras técnicas. En las nanoparticulas de Angiopep y de Dglucosa no se
estudia la eficacia de la conjugacion debido a que la funcionalizacién se lleva a cabo a la vez
que la formacion de nanoparticula.

El potencial zeta se usa para caracterizar la carga superficial. Las nanoparticulas con
un potencial zeta superior a £30mV han demostrado ser méas estables en suspension [15], esto

indica que ninguna de las nanoparticulas elaboradas es totalmente estable en esta forma.

4.2 Estrateqgia de paso a través de la BHE v selectividad hacia el tumor

Las nanoparticulas de Xin y col se unen al receptor de lipoproteinas de baja densidad
asociado a proteinas (LRP). LRP estd muy presente en la BHE y facilita la endocitosis a
través de la barrera de diversas moléculas, por otro lado, este receptor, esta muy
sobreexpresado en ciertas lineas celulares de glioma lo que lo convierte en una diana
adecuada para el tratamiento del tumor [16].

Las nanoparticulas de PEG-PCL se funcionalizan con Angiopep, un péptido gque actla
como ligando de LRP. Este péptido posee una elevada capacidad de penetracion a través de
la BHE y, ademas, es capaz de unirse a los receptores de las células UB7MG, linea celular de
glioma [17].

Las nanoparticulas elaboradas por Zhang y col. se conjugan con el péptido P-22. Este

péptido sintético ha sido optimizado, para mostrar una especial afinidad por el receptor de

10




lipoproteinas de baja densidad (LDLR) sin que se produzca una competicion con LDL
enddgenos Y, para ser rapidamente transportado al sistema nervioso central [18]. El péptido P-
22 tiene otras caracteristicas interesantes como: bajo peso molecular, buena estabilidad,
sencillo de sintetizar y apenas produce inmunogenicidad [19]. Las nanoparticulas
funcionalizadas atraviesan la BHE por endocitosis uniéndose a LDLR sobreexpresado en la
barrera [20]. Por otro lado, la selectividad hacia el tumor se demuestra en células C6 de
glioma que tienen una elevada cantidad de LDLR en su membrana [11, 21]. Sin embargo, en
otras lineas celulares en tejido cerebral normal, como son las células H92c, no expresan esa
cantidad de LDLR [11, 22] y por tanto, las nanoparticulas de Péptido-22, no se unen a ellas.

Kang y col. Conjugan las nanoparticulas con CRT, un péptido ciclico capaz de imitar
el hierro y unirse al complejo que forma la transferrina (Tf) con el receptor de transferrina
(TfR) [23]. Este péptido (CRT), presenta tres ventajas: evita la competicidn con transferrina
endogena, es capaz de atravesar la BHE mediante transcitosis mediada por receptor al unirse
al complejo Tf-TfR y es capaz de entrar en el glioma por el mismo mecanismo [12]. En este
sentido, actuar sobre el receptor de transferrina es una buena estrategia, debido a que estd muy
expresado en las células endoteliales de los capilares cerebrales y, en el glioma, que necesita
el hierro para su proliferacion [12, 24].

Jiang y col se basan en la gran cantidad de receptores GLUT que hay en la BHE y en
las células del glioma. Este receptor, de glucosa enddgena, se encuentra en una cantidad
elevada para que las células obtengan energia. Las células del tumor necesitan mas cantidad
de energia que las células normales para continuar con la proliferacion, por lo tanto tienen que
captar mas glucosa [13, 25]. Las nanoparticulas se funcionalizan con 2-deoxy-Dglucosa para
gue sean capaces de unirse a los receptores GLUT de la BHE. Una vez unidas, podran
atravesar la BHE mediante endocitosis mediada por receptor. De este modo las
nanoparticulas, cargadas con el farmaco, pueden llegar al tumor y liberarlo.

En la tabla 3 se muestra a modo de resumen las diferentes estrategias propuestas.

Autor Xiny col Zhang y col Kang y col Jiang y col
Estrategia de Endocitosis Endocitosis Endocitosis Endocitosis
paso de la BHE mediada por mediada por mediada por mediada por
receptor receptor receptor receptor
Receptor al que Complejo Tt-
LRP LDLR GLUT
se une la TR
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nanoparticula

Linea celular
del glioma

estudio in vitro

U87MG

C-6y H9c2 C-6

RG-2

Animal estudio

in vivo

Raton desnudo

Raton desnudo Raton desnudo

Raton desnudo

Referencia

[9]

[11] [12]

[13]

Tabla 3: Selectividad de las nanoparticulas y estudios in vitro e in vivo.

4.3 Ensayos realizados

Paso a través de BHE y ensayo de competicion

Los cuatro autores realizan un ensayo in vitro en cultivos celulares para comprobar la

eficacia en el paso de las nanoparticulas a través de la BHE. En la figura 7 se observa que en

todos los casos las nanoparticulas funcionalizadas aumentan su ratio de paso a través de la

barrera con respecto a los nanosistemas sin funcionalizar, este efecto es poco significativo en

CRT-NP-PTX lo que indica que en este caso la funcionalizacion por si misma no ejerce un

gran efecto en el paso a través de la BHE, mientras que en las elaboraciones restantes el

efecto es muy significativo aumentando en gran medida el ratio de transporte [9, 11-13].

Ratio de transporte a través de

BHE
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Fig 7. Ratio de transporte de las nanoparticulas en diferentes

condiciones. [9, 11-13]
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* El tiempo que transcurre para realizar las tres medidas de las
nanoparticulas ANG-NP-PTX es 24 horas, mientras que en el resto

de nanoparticulas es 12 horas.

Por otro lado los autores también realizan un ensayo de competicion en el que quieren
comprobar cémo disminuye el porcentaje de nanoparticulas que atraviesan la BHE si hay
otras moléculas en el medio capaces de unirse a los mismos receptores tal y como se muestra
en la figura 7. Xin y col realizan el ensayo incluyendo Angiopep que compite con sus
nanoparticulas y disminuye el ratio de transporte a través de la barrera [9]. Por otro lado
Zhang y col afiaden exceso de P-22 en el medio del ensayo, el péptido se une a los receptores
LDLR impidiendo que lo hagan las nanoparticulas [11]. Las nanoparticulas elaboradas por
Kang y col tienen la caracteristica de que aumentan significativamente el ratio de paso en el
ensayo de competicion al afiadir exceso de tranferrina libre, esto se puede explicar mediante el
mecanismo de entrada de estos nanosistemas en el cual se necesita que la transferrina y el
receptor de tranferrina se unan para que CRT se pueda acoplar al complejo y atravesar la
barrera, se puede concluir que estas nanoparticulas necesitan un aporte extra de transferrina
para obtener los mejores resultados de paso a través de la barrera [12]. Por ultimo Jiang y col
hacen competir sus nanoparticulas con exceso de moléculas de glucosa, obteniendo como

resultado una reduccion significativa del ratio de paso [13].

Internalizacion de nanoparticulas en células tumorales in vitro

Los autores realizan ensayos para determinar si realmente las nanoparticulas son
capaces de penetrar en las células tumorales, para ello unen la particula con una molécula
fluorescente, de este modo comparan la fluorescencia que emiten las células tumorales
tratadas con nanoparticulas sin funcionalizar y con nanoparticulas funcionalizadas. Las
particulas usadas para emitir fluorescencia son Rhodamine-B-isotiocianate (RBITC) y
Coumarin 6, ambas moléculas son usadas con frecuencia en este tipo de ensayos [26, 27].

Los resultados obtenidos por Xin y col muestran que la fluorescencia emitida por las
células tratadas con nanoparticulas funcionalizadas y unidas a RBITC es significativamente
superior a la emitida por las células tratadas nanoparticulas solas [9]. Los resultados obtenidos
por Jiang muestran las mismas conclusiones, un 71,2% de las células mostraron fluorescencia
al ser tratadas con nanoparticulas desnudas mientras que el porcentaje de células que
emitieron fluorescencia al ser tratadas con Dglu-NP es del 91,2% [13]. Zhang y col, de igual

modo, unen sus nanoparticulas a RBITC y realizan su ensayo obteniendo un resultado similar
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al obtenido por los autores anteriormente mencionados, la fluorescencia emitida por las
nanoparticulas unidas a Péptido 22 es mucho mayor comparado con los nanosistemas sin
funcionalizar, por otro lado, este autor incluye una diferencia en el ensayo, lo realiza también
sobre células sanas H9c2 en las que se observa una fluorescencia similar en particulas
conjugadas y no conjugadas confirmandose que las células sanas no presentan una
sobreexpresion de receptores LDLR y por lo tanto no tienen afinidad por PNP [11]. Por
ultimo Khan y col realizan el ensayo de forma totalmente diferente, unen sus nanoparticulas a
Coumarina 6 y miden la penetracion de las nanoparticulas en células C6 de glioma, las
nanoparticulas sin funcionalizar penetran 51,6um, las nanoparticulas conjugadas con CRT
penetran 82,55um y al afiadir transferrina al medio la distancia de penetracién aumenta a
144, 7um [12].

Los cuatro autores demuestran con estos ensayos que sus nanoparticulas son selectivas
para el tumor y que sus mecanismos de funcionalizacion aumentan significativamente la

entrada de las particulas en las células en comparacion con los sistemas desnudos.

Liberacion de Paclitaxel

Los autores realizan ensayos de cesién para evaluar la liberacion de Paclitaxel, de este
modo demuestran que la funcionalizacion de sus nanoparticulas no influye en el porcentaje de
farmaco liberado ya que todos obtienen unos resultados de liberacidn similares al obtenido
por las nanoparticulas sin funcionalizar [9,11-13].

En la figura 8 esté representada una curva de liberacion de Paclitaxel por cada una de
las nanoparticulas funcionalizadas analizadas. Se puede destacar que PNP-PTX sigue una
liberacion lineal, es decir, liberando cantidades constantes de farmaco durante todo el tiempo
que dura el ensayo. Sin embargo el resto de las formulaciones de nanosistemas desarrolladas
liberan una elevada cantidad de farmaco en las primeras 12 horas y en las horas posteriores la
liberacion se estabiliza.

Por otro lado en la figura 8 se observa como las nanoparticulas funcionalizadas con
Angiopep presentan un mayor porcentaje de farmaco liberado desde las 8 horas hasta el final

del ensayo. A las 60 horas esta formulacion ha liberado el 65% de su carga.
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Fig 8. Porcentaje de liberacién de PTX por cada nanoparticula. [9,11-13]

Viabilidad celular

Los autores realizan un estudio in vitro en lineas celulares tumorales, para evaluar la
viabilidad que presentan las células al ser tratadas con las nanoparticulas funcionalizadas y
cargadas con Paclitaxel.

Xin y col al igual que Jiang y col realizan el ensayo haciendo pasar las nanoparticulas
por un modelo de las células de la barrera hematoencefalica antes de entrar en contacto con
las células tumorales obteniendo resultados de viabilidad de célula tumoral y ademas
resultados de especificidad en el paso por la barrera. El porcentaje de células tumorales
viables al ser tratadas con ANG-NP-PTX es de 48%, un valor inferior al 59% obtenido al
realizar el ensayo con NP-PTX, estos resultados demuestran que la funcionalizacion potencia
el transporte a través de la BHE ademas de la entrada y liberacion de paclitaxel en las células
tumorales [9]. Por otro lado al realizar el mismo ensayo con las nanoparticulas DGlu-NP-PTX
se obtiene un porcentaje de inhibicion del 50%, muy similar al obtenido por ANG-NP-PTX,
sin embargo en estas nanoparticulas la disminucién de la viabilidad es més notoria debido a
que el resultado obtenido al realizar el ensayo con nanoparticulas sin funcionalizar es de 75%
demostrandose nuevamente que la funcionalizacién ayuda al paso por la BHE y a la entrada al
tumor [13]. Ambos autores utilizan una concentracion de nanoparticulas de 10ug/ml.

El ensayo realizado por Kang y col no incluye un modelo de BHE, solo mide la
viabilidad celular a diferentes concentraciones de nanoparticulas cargadas de paclitaxel y de
nanoparticulas inertes, los resultados obtenidos indican que para que la viabilidad celular

descienda notablemente es necesario anadir transferrina libre al medio.
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Ensayos en modelos animales

Los autores miden la supervivencia de ratones a los que se les ha inducido el glioma.
Se inyectan las nanoparticulas funcionalizadas y cargadas de paclitaxel en la vena de la cola
de los ratones y se va observando el porcentaje de supervivientes en los dias consecutivos.

Como se observa en la figura 9 los tres tipos de nanoparticulas con las que se realiza
este ensayo ofrecen resultados diferentes, por un lado tenemos las nanoparticulas de Péptido
22 que aumentan la supervivencia de los ratones de 14 dias (ratones tratados con suero) a 32
dias. En segundo lugar se encuentran DGIu-NP-PTX que eleva la supervivencia media de 29
dias a 38 dias. Por altimo, las nanoparticulas de CRT son las que ofrecen una mayor
supervivencia (46 dias), siendo de 21,5 dias los tratados con suero. En base a estos resultados
se observa que las nanoparticulas elaboradas por Kang y col son las que mayor incremento

consiguen en la supervivencia media sobre la poblacion de ratones. [11-13].

Supervivencia en ratones
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0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (dias)

Fig 9. Porcentaje de supervivencia de ratones™ [11-13]
*No se dispone de datos de ANG-NP-PTX

Conclusion

Las cuatro estrategias empleadas para para funcionalizar nanoparticulas, consiguen
favorecer su paso a través de la barrera hematoencefalica y aumentar su selectividad hacia el
glioma.

Aunque todos los autores logran elaborar nanoparticulas que atraviesan eficazmente la
barrera hematoencefalica, las nanoparticulas funcionalizadas con CRT-NP-PTX han

demostrado ser el sistema que mas eficazmente atraviesa la BHE con una mayor

16



internalizacion en ceélulas tumorales. Los resultados in vivo, muestran un incremento
significativo en la supervivencia de los ratones con CRT-NP-PTX sobre todo cuando se
incluye transferrina en los cultivos.

La funcionalizacion de nanoparticulas constituye una estrategia muy prometedora en
el tratamiento de los gliomas al conseguir concentraciones terapeuticas de farmaco en el lugar
de accion y permitir disminuir los efectos adversos derivados de los tratamientos

antineoplasicos.
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