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RESUMEN

Las nanoparticulas (NPs) de silice mesoporosa son nanomateriales de gran utilidad ya
que tienen la capacidad de contener, transportar y liberar sustancias bioloégicamente activas de
forma modificada por la mediacion de nanovalvulas que regulan su salida como reaccion
frente a un estimulo. Los nanocristales magnéticos presentan efectos hipertérmicos cuando
son sometidos a un campo magnético oscilante que actlia como estimulo externo. Este trabajo
se centra en el disefio de un sistema en el que se combinan ambos materiales (NPs y
nanocristales magnéticos) junto con una nanovalvula sensible a la temperatura, por lo que se

obtiene un sistema Unico para el transporte de farmacos.

En este caso se han utilizado nanocristales de 6xido de hierro dopados con zinc y un
material mesoporoso de silice con un elevado numero de grupos silanol en la superficie
(MCSNs) para disefar un sistema de transporte de farmacos con liberacion controlada. Este
sistema disefiado no es invasivo e ira cargado de un farmaco antitumoral que sera liberado

bajo el control de un estimulo externo.

Una vez sobre el tejido tumoral, al aplicar sobre el sistema de transporte un campo
magnético alterno, los nanocristales generan de forma local calor (42 — 47 °C) provocando la
apertura de las nanovalvulas y permitiendo la liberacion del farmaco cargado sobre el tumor
donde debe ejercer su accion. El disefio de estos nanotransportadores esta pensado para el

tratamiento de tumores so6lidos y aplicaciones diagnosticas.




INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

El desarrollo de nuevos nanotransportadores, que son capaces de transportar y liberar
compuestos terapéuticos en tejidos especificos dafiados de manera selectiva y controlada, esta
ganando importancia entre la comunidad cientifica. Este tipo de dispositivos tienen gran
utilidad terapéutica, como puede ser en el campo de la oncologia, ya que se trata de patologias
tratadas con farmacos de elevada toxicidad y que generan en el paciente numerosos efectos

adversos'.

Los nanomateriales inorganicos presentan grandes ventajas comparados con sus
equivalentes bioldgicos como las proteinas, péptidos o anticuerpos, incluida su elevada
estabilidad térmica, quimica y mecénica en condiciones fisioldgicas. También presentan
elevada biocompatibilidad pero tienen relativamente bajos ratios de degradacion antes de

ejercer su accion terapéutica’.

Entre los diferentes materiales que pueden componer dichos nanotransportadores, las
nanoparticulas de silice mesoporosa son unos de los materiales méas prometedores debido a
sus interesantes propiedades como la elevada capacidad de carga, su biocompatibilidad,
facilidad de produccion y el alto grado de ajuste que tiene respecto a la morfologia, tamafio y
didmetro del poro para cargar de farmaco y liberarlo. Ademas, presentan alta densidad de
grupos silanol en su superficie, la reactividad de estos grupos es adecuada para la
incorporacion de una amplia variedad de grupos funcionales y ligandos especificos para el

reconocimiento de células tumorales y su accion sobre ellas.

Estas matrices porosas tienen excelentes propiedades texturales y estructurales, siendo
capaces de albergar una elevada carga de fArmacos que posteriormente seran liberados sobre
los tejidos diana de manera controlada. Estos materiales han demostrado una excelente
reactividad en su superficie y, por tanto, pueden ser funcionalizados con moléculas de
diferentes tamafos, formas y funciones con capacidad de respuesta frente a un estimulo
provocando un cambio en sus propiedades y, como consecuencia, se producira la liberacion

controlada del farmaco cargado en las NPs'.

Las nanoparticulas de silice mesoporosa pueden ser sintetizadas facilmente a gran
escala presentando gran variedad de formas y superficies funcionalizadas utilizando diferentes

estrategias.

Es muy importante que la unién de las nanoparticulas sobre los tejidos diana sea de

forma selectiva, cuanto mayor sea la selectividad, menores seran los efectos secundarios del
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tratamiento, ya que los tratamientos oncoldgicos convencionales son muy agresivos, con este
tipo de sistemas disenados, al presentar una liberacion tan controlada y selectiva del farmaco,
se reduciria dicha agresividad frente a los tratamientos convencionales, porque entre otras
cosas se evita la liberacion inespecifica del farmaco sobre el tejido sano. Esta accion selectiva

sobre los tejidos diana puede ser inespecifica, especifica o una combinacion de ambas.

La accion inespecifica sobre los tejidos tumorales se debe al fendmeno conocido como
“efecto EPR” (Enhanced Permeability and Retention). El rdpido crecimiento de los tumores
solidos se atribuye a la presencia de huecos o defectos en los vasos sanguineos tumorales, lo
cual facilita la permeabilidad y el pobre drenaje linfatico en el tejido, lo que favorece la
retencién en el mismo. Esta mayor permeabilidad y retencion favorece la acumulacion
preferente de NPs superiores a 50 kDa en el intersticio del tumor s6lido permaneciendo en ese
lugar durante mucho tiempo y aumentando sus concentraciones en el intersticio. El “efecto
EPR” se esta convirtiendo en el estdndar de oro para el disefio de este tipo de tratamientos.
Para conseguir una union inespecifica con éxito hay que tener en cuenta tres factores: el

tamafio de particula, la forma de la particula y las caracteristicas de la superficie.

La particula debe tener un didmentro de, al menos, 10 nm para evitar el aclaramiento
renal ya que si no seria directamente eliminado, particulas mayores de 400 nm no pueden
difundir hacia el intersticio del tumor en cantidades suficientes como para alcanzar las dosis
terapéuticas necesarias. Por tanto, el tamafio optimo de particula para garantizar un elevado
tiempo de circulacion e incrementar la acumulacion en el intersticio tumoral y su captacion

celular es de 50 a 300 nm.

La superficie de la nanoparticula es lo primero que entra en contacto con el medio
biologico. Se trata de modificar las nanoparticulas de silice mesoporosa para incrementar lo
maximo posible el tiempo que permanecen en circulacion para garantizar la acumulacion en
el tumor. El fin ultimo, es tratar de minimizar la opsonizacion generada por el sistema inmune
ya que si fuesen opsonizadas no llegarian a ejercer su accion en el tejido diana. Decorar la
superficie externa de las nanoparticulas con polimeros hidrofilicos, como polietilenglicol
(PEQG) y sus derivados, es una buena estrategia que confiere a las NPs propiedades adecuadas.
Las particulas decoradas con PEG mejoran su estabilidad en el medio bioldgico. Estudios in
vivo han demostrado que las nanoparticulas de silice mesoporosa PEGiladas disminuyen su
retencion en el higado, bazo o tejidos pulmonares, lo cual incrementa su semivida plasmatica

y disminuye la biodegradacion.




Existen ciertas limitaciones respecto a la unidn inespecifica de los tejidos tumorales,
hay que tener en cuenta que el “efecto EPR” no es universal de todos los tipos de tumores,
tanto el grado de vascularizacion tumoral como la porosidad del tumor pueden variar con el
tipo de tumor y estado en el que se encuentra. Ademas, el hecho de PEGilar las NPs para
evitar la opsonizacion de las mismas implica, por otra parte, que disminuya la interaccion de

las NPs con la superficie de las células tumorales.

Sin embargo, la presion intersticial del fluido en los tumores solidos es la mayor
limitacién que presenta este tipo de union. Dicha presion es mayor en el centro del tumor y
conforme va aumentando de tamafio éste. Esa presion intersticial puede impedir la
penetracion de las NPs extravasadas y en algunos casos puede incluso promover la
intravasacion de las NPs al torrente sanguineo de nuevo. Esto va, por tanto, asociado a una
falta de efecto terapéutico y puede provocar toxicidad sistémica, ademds de permitir a las
células tumorales desarrollar resistencia a algunos farmacos. Una de las estrategias para
superar estas limitaciones consiste en fijar a la superficie de las NPs moléculas que las

funcionalicen.

La accion especifica sobre los tejidos tumorales permite que las nanoparticulas de silice
mesoporosa se unan de forma especifica a células diana a través de una unién ligando-

receptor mediada por endocitosis y posterior liberacion del farmaco dentro de la célula.

Este tipo de union se produce porque las nanoparticulas llevan fijo en la superficie un
ligando especifico que sera reconocido por las células tumorales de interés. Los ligandos son
elegidos para que se unan a la superficie de moléculas o receptores sobreexpresados en
organos, tejidos, células u organulos afectados. Los ligandos mas comunmente utilizados son

anticuerpos, proteinas, péptidos, optameros, sacaridos y pequefias moléculas, como vitaminas.

Proporcionando a las nanoparticulas de silice mesoporosa la capacidad de union
especifica al tejido diana, es considerada una estrategia complementaria al “efecto EPR” para

aumentar la eficiencia de la nanoterapéutica del cancer.

La capacidad de union no depende uUnicamente de la abundancia y funcién de los
receptores sobreexpresados en las células, sino también de la cantidad de ligandos que

presentan las NPs?.

Una vez en el interior del organismo las nanoparticulas cargadas con el farmaco
necesario deben liberarlo en el tejido diana para que éste ejerza su efecto, esa liberacion puede

ser controlada por la respuesta a ciertos estimulos tanto externos como internos.
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El material mesoporoso de silice tipo MCM-41 tiene una red porosa compuesta por
poros paralelos sin conexién entre ellos con un drea superficial de entre 500 y 1000 m%/g,
gracias a esto es posible la sintesis de sistemas de transporte de farmacos con “liberacion
cero” antes de llegar a la zona de actuacion. Asi se evita la liberacion prematura del farmaco
cargado en el interior del poro que estd bloqueado por nanovalvulas de diferentes materiales

que pueden ser tanto organicos como inorganicos>.
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Figura 12 Representacion esquematica de nanoparticulas mesoporosas de silice con
respuesta a estimulos internos y externos.

El comportamiento frente a la respuesta de estimulos puede ser llevado a cabo por la
formacion de diferentes enlaces alrededor de la superficie de la NP y la variacion de la fisica
0 quimica de dichas nanovalvulas como respuesta al estimulo. Estos nanotransportadores
pueden transportar el farmaco hasta el tejido diana y una vez alli, en presencia de ciertos
estimulos (internos o externos) se producird la liberacion del farmaco transportado,

produciéndose un mejor control de la dosis administrada.

Los estimulos internos serian las variaciones del pH, reacciones Redox, la accion de

determinadas enzimas y acumulacion de diferentes sustancias bioldgicas.

Las variaciones de pH son bastante comunes, ya que diferentes patologias como el
cancer o procesos inflamatorios sufren cambios de pH durante su evolucion, dicha variacion
de pH provocaria la apertura de la nanovalvula y posterior liberacion del farmaco cargado; las
reacciones Redox se deben al desequilibrio entre las especies reductoras (como el glutation)
fuera y dentro de las células y también entre tejidos sanos y tejidos tumorales y, como en todo
sistema biologico, la presencia y accion de determinadas enzimas intervienen en muchos de

los procesos enddgenos, puesto que determinadas patologias cursan con la sobreexpresion de

e
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ciertas enzimas (como las metaloproteasas) que participan en la progresion tumoral y
metdastasis; cabe mencionar también que el acimulo de ciertas especies quimicas y lipidos
fusogénicos en tejidos andmalos son empleados como estimulos internos para la liberacion

controlada del farmaco en el tejido diana.

De gran importancia y utilidad son también los estimulos externos como son la luz, la

temperatura y susceptibilidad a sus variaciones y la exposicion frente a un campo magnético.

La luz permite un mejor control de la administracion del farmaco porque puede ser
facilmente focalizada en pequefias regiones reduciendo efectos adversos en zonas cercanas a
la afectada; la temperatura y las variaciones de la misma utilizando diferentes gradientes es
una buena técnica para una liberacion controlada; por ultimo el uso del campo magnético
como estimulo externo para la liberacion del farmaco, tiene una estrecha relacion con las

variaciones de temperatura ya que influyen en gran medida®.

En nuestro caso, se han disefiado nanoparticulas mesoporosas magnéticas de silice con
oxido de hierro/zinc embebido (MCSNs), funcionalizadas en su superficie externa con
nanovalvulas sensibles a un campo magnético oscilante. Las NPs disefadas liberaran el
farmaco cuando se vean sometidas a un campo magnético oscilante una vez se encuentren en
el tumor s6lido a tratar. Esto se basa en que la encapsulacion de las particulas magnéticas que
tienen una matriz de silice es capaz de generar una energia térmica produciéndose el efecto de
hipertermia bajo la aplicacion de un campo magnético oscilante, y por tanto el efecto de
hipertermia y la aplicaciéon del campo magnético favorecen la apertura y consiguiente

liberacion controlada del farmaco cargado sobre el tumor a tratar de manera localizada.

Se ha demostrado que el alto magnetismo de las nanoparticulas férricas puede ser
modulado muy eficazmente y llevado acabo por la presencia de un dopaje con zinc
controlado. El adecuado dopaje de estas nanoparticulas de 6xido de hierro con zinc puede
suponer un aumento de hasta catorce veces el contraste en Resonancia Magnética por Imagen
(MRI) y hasta cuatro veces el calor disipado cuando se aplica el campo magnético oscilante
respecto de las NPs convencionales de 6xido de hierro (sin dopar), de manera que es posible
aumentar la eficacia del sistema con una menor dosis en el tratamiento gracias a la
hipertermia generada. Cabe anadir, que estas NPs no presentan toxicidad, por lo que podria
implicar una gran mejora y avance en la actualidad para los diagnosticos, tratamientos y otro

tipo de estudios como los de los mecanismos de accion celular .




OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo, se basa en la combinacion de las ventajas de las
nanoparticulas de silice mesoporosa con nanovalvulas con aquellas particulas magnéticas de
oxido de hierro y zinc, para crear una nueva generacion de sistemas de transporte de farmacos

que responde a la activacion por calor para el tratamiento de tumores sélidos.

Se tratard de sintetizar MCSNs de tamafio y volumen suficiente para que puedan ser
cargadas con la cantidad necesaria de fArmaco antitumoral y que se libere de forma controlada

sobre el tejido diana.

Dichos sistemas se funcionalizardn con nanovalvulas sensibles a campos magnéticos
oscilantes. Para ello, la nanovalvula elegida no se abre por si misma en el sistema biologico
para favorecer asi que llegue al tejido diana la dosis completa de farmaco y se eviten dafios y
efectos adversos en tejidos sanos. Presenta una estabilidad térmica a temperatura ambiente y
empieza a activarse cuando aumenta la temperatura como consecuencia de encontrarse

sometida a un campo magnético (CM).

Una vez sintetizado y funcionalizado el nanosistema serd muy util para el tratamiento de
tumores solidos, sobre los cuales se podra liberar la dosis integra de forma controlada y
localizada sobre el tejido tumoral al responder frente al estimulo externo que provocara dicha

liberacion.

METODOLOGIA

Las nanoparticulas dopadas con ion de Zn?" han sido sintetizadas utilizando el método
desarrollado por Jang et al®. La sintesis tipica para producir nanoparticulas de Zno4Fe> 604 ha
sido la siguiente: ZnCl; (30 mg), FeCl, (40mg), y Fe(acac)s (353 mg) son introducidos en un
matraz de fondo redondo de tres bocas en presencia de surfactantes (4cido oleico y
oleilamina), todo ello disuelto en octil éter. La mezcla de reaccion fue calentada a 300 °C

durante 1 hora y los productos de reaccion fueron enfriados a temperatura ambiente.

Tras la adicién de etanol, precipitd un polvo negro que fue aislado por centrifugacion.
Las nanoparticulas aisladas fueron dispersas en un disolvente como el tolueno. Las
nanoparticulas siguiendo este protocolo deberian tener un tamafio de 15 nm con una estrecha
distribucion de tamano (o < 5%). De esta forma, ya estarian sintetizados los nanocristales de

oxido de hierro dopados con zinc.
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Los nanocristales de 6xido de hierro dopados con zinc fueron disueltos en cloroformo a
una concentracion de 50 mg/mL. Un mililitro de dicha disolucion fue afiadido a una solucion
de 100 mg de bromuro de cetil trimetilamonio (CTAB, Aldrich, 95%) en 5 mL de agua. La

mezcla fue sonicada y el cloroformo se evaporo de la solucion con una agitacion rapida.

La solucion acuosa estabilizada de CTAB-nanocristales de 6xido de hierro dopados con
zinc fue afiadida a una solucion de 43 mL de agua destilada a 80 °C con 350 pL. de NaOH 2.0
M, y 500 pL de tetraetil ortosilicato (TEOS, Aldrich, 98 %) fueron afiadidos lentamente. Tras
dos horas de rapida agitacion a 80 °C, el nticleo magnético de nanoparticulas de silice fue

recogido por centrifugacion y seguidamente se lavo con etanol y agua.

El CTAB se elimind mediante la dispersion de los materiales sintetizados en una
solucion de 133,3 mg de nitrato de amonio (Fisher) y 50 mL de etanol 95%. Esta mezcla fue
calentada a 60 °C durante 15 minutos, posteriormente las particulas fueron recogidas por
centrifugacion y lavadas con etanol. La completa eliminacion del surfactante fue verificada

por espectroscopia infrarroja.

Para hacer posible la monitorizaciéon optica de las nanoparticulas, en las células se
funcionalizaron las NPs con moléculas fluorescentes, moléculas de isocianato de fluoresceina,
que fue anclado al entramado de silice mesoporosa. 3mg de isocianato de fluoresceina (FITC,
Sigma, 90%) fueron disueltos en 1 mL de etanol, y posteriormente se afiadieron 12 pL de 3-
aminopropiltrietoxisilano (3-APTES, Aldrich, 98%). Esta solucion se hizo reaccionar durante
2 horas bajo atmoésfera de nitrogeno, y posteriormente se anadid a una solucion acuosa de
hidroxido de sodio a 80 °C. Tras 10 minutos, se afiadié la solucion de CTAB-ZnNC, y se
sigui6 el mismo procedimiento que el ya citado. Las particulas marcadas tienen gran utilidad
en estudios biologicos para monitorizar el sistema de liberacion activado por la aplicacion de

un campo magnético en células de cancer de mama (MDA-MB-231 cells).

Otra de las fases importantes de la sintesis de las NPs es el anclaje de las nanovalvulas
al sistema. Los nanocristales de 6xido de hierro dopados con zinc se introducen en el nucleo
de cada una de las nanoparticulas de silice, posteriormente, la base de la fibra molecular es

ancalda a la superficie de la nanoparticula.

Después, la estructura se carga con el farmaco en cuestion y se tapa para completar el
sistema. Una vez se tiene el sistema completo, la liberacién del fArmaco de forma localizada

se puede realizar utilizando un sistema de calentamiento de la estructura al someterla a un

campo magnético oscilante.

10



La nanovalvula fue anclada por una reaccion a reflujo de 100 mg del nticleo magnético
de las nanoparticulas de silice con 4x10* moles de N-(6-N-aminohexil)-aminoetil
trietoxisilano en tolueno, la reaccidon se mantuvo durante toda una noche. Las particulas

fueron recogidas por centrifugacion y lavadas con metanol.

Para cargar las nanoparticulas con las moléculas del farmaco o de marcador, fueron
bafiadas en una solucion de fdrmaco o marcador (Doxorrubicina o0 Rodamina B) durante 24

horas para cargar la estructura mesoporosa por difusion.

A la solucidn a cargar se le afiadio una solucion que contenia 80 mg de Curcubit [6] uril
(CB [6]) en 15 mL de HCI 1 mM. La CB [6] une electrostaticamente la fibra molecular a la
superficie de la nanoparticula de silice con el interior de 1 nm de la cavidad ciclica de CB [6].
De esta manera ya se tiene la nanoparticula cargada de farmaco o marcador y con la

nanovalvula anclada.

La reaccion de cerrado continué durante 3 dias, seguida de la recoleccion de las
nanoparticulas ya cargadas por centrifugacion y posteriormente lavadas con agua hasta que el
sobrenadante se encontr6 libre de farmaco o marcador que haya podido quedar adherido a la

superficie de las NPs®.

NANOVAIVULA: e
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Figura 2. Sintesis de las MCSNSs siguiendo el método desarrollado por Jang et al°. (1) Las particulas de Zn
se posicionan en el nicleo de la NP de silice mesoporosa (MCSNs). (2) La amina se ancla a la superficie.
(3) Las MCSNSs se cargan con el marcador (4) para completar el sistema se cierra con la nanovalvula. (5)
Ante un estimulo externo (CM) el contenido cargado en el interior se libera en el medio celular.
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Una vez sintetizadas las MCSNs se relizaron diferentes ensayos modificando diferentes

factores para estudiar la respuesta de las nanoparticulas.

Ensayo 1

El sistema completo (con nticleo magnético) de liberacion activado por la aplicacion de
un campo magnético oscilante, fue ensayado para determinar si el calor producido por un
campo magnético era capaz de permitir la apertura de las nanovalvulas de las NPs
funcionalizadas provocando la liberacion de la sustancia fluorescente contenida en ellas. Para
llevar a cabo este experimento, a temperatura ambiente sobre las MCSNs se aplico un campo
magnético oscilante lo cual aument6 la temperatura del nicleo magnético y la liberacion de la
sustancia fluorescente se produjo en funcion del tiempo. La fuente de calor en este caso es
interna generada gracias a la activacion del nicleo magnético por la aplicacion de un campo

magnético oscilante (estimulo externo).

Ensayo 2

Otro experimento control consistid en someter a un campo magnético oscilante NPs que
no contenian nanocristales magnéticos en el nicleo. En este experimento, las particulas no

aumentan su temperatura y no se observo liberacion del marcador.

Los experimentos magnéticos fueron llevados a cabo de la siguiente manera. Las
MCSNss dispersas en agua (Img/mL) se introdujeron en una bobina de cobre refrigerado, la
cual producia un campo magnético alterno con un rango de frecuencia de 500 kHz y una

amplitud de hasta 37,4 kAm™.

Para el experimento termostatizado la solucion muestra debe ser conservada a 0 °C
mientras el campo magnético estd siendo aplicado. La temperatura se mide con un

termoOmetro colocado en el centro de la muestra.

La cantidad de marcador liberada por calentamiento magnético se midié de la siguiente
manera. Se cogio una pequeiia alicuota (10 puL) de la solucién y la fluorescencia se midié con
un espectrofotometro fotoluminiscente. De este experimento se obtiene el perfil de

calentamiento de las MCSNs en agua.

Cuando se disolvieron 10 mg de MCSNs en 1 mL de agua y se expusieron a un campo
magnético oscilante, la temperatura de la disolucién aumentd en funciéon del tiempo al que
estuvo siendo expuesta dicha muestra frente al campo magnético aplicado. Dicho aumento de

temperatura es progesivo hasta que se alcanza un maximo de unos 52 °C al cabo de 15
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minutos de exposicion, a partir de ese momento esa temperatura permanece constante durante

los 60 minutos de duracion del experimento.

Para las aplicaciones terapéuticas es importante tener en cuenta que la apertura de la
nanovalvula es el resultado de un incremento de la temperatura interna de dicha nanoparticula
o un incremento de la temperatura en el ambiente en el que se encuentra la particula en

cuestion.

Para determinar si el aumento de temperatura interna solo provoca la apertura de la
nanovalvula se cogi6é una muestra de MCSNs y se conservo a 0 °C bajo un campo magnético
oscilante. Las MCSNs fueron activadas al aplicarles durante 1 minuto un campo de corriente

alterna.

Ensayo 3

Para estudiar las MCSNSs in vitro, se realizd un test de hipertermia con células de cancer
de mama (MDA-MB-231). Las células fueron cultivadas en Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM, Invitrogen) con un suplemento de 10% de serum fetal bovino (Invitrogen)

y 25 mM HEPES. Las condiciones de cultivo fueron: 37 °C en 5% de CO..

Una solucion de 50 pg/mL de MCSNs en 1x Tampon salino de fosfato de Dulbecco
(Sigma-Aldrich) fue tratada con células MDA-MB-231 para tener un cultivo celular en una
placa de ocho pocillos (2,5 x 10* células/mL por pocillo). 24 horas después de la transfeccion
de MCSN:s, el cultivo de células de cancer de mama MDA-MB-231 fue lavado tres veces con

I1x Tampodn salino de fosfato de Dulbecco.

La placa de ocho pocillos se coloco dentro del sistema de campo magnético alterno
descrito anteriormente. Tras 5 minutos de aplicacion del campo magnético, se mide la
viabilidad celular con Cell Counting Kit-8 (CCK-8, Dojindo co.). Primero, la suspension de
células (100 uL/pocillo) se inocula en una placa de 96 pocillos, y la placa es pre-incubada en
un incubador humidificado a 37 °C, 5% CO.. Después, 10 pL de solucion de CCK-8 se
afiaden a cada pocillo de la placa y se incuba durante 3 horas en la incubadora. Finalmente se

mide la viabilidad celular a 450 nm con WST-8 reducido usando un lector de microplacas®.
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ENSAYO 1
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Figura 3. La muestra se encuentra dentro del equipo termostatizado. En el ensayo 1 las NPs presentan un
nucleo magnético (NM) liberando la doxorrubicina (producto antitumoral) al aplicar un campo magnético
(CM). En el ensayo 2 las NPs no presentan nucleo magnético y por tanto no se activa el sistema, por lo no se
abren las nanovalvulas al aplicar el mismo estimulo y no hay liberacion de la sustancia cargada. El ensayo 3 se
realiza en presencia de células cancerigenas que al fagocitar las NPs cargadas y al aplicar el CM se libera el
antitumoral por lo que se observa una menor viabilidad celular en el caso de las células que fagocitan las NPs

con NM.

RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez finalizada la sintesis hay que comprobar que las NPs sintetizadas son las que se
estaban buscando con las caracteristicas adecuadas, para ello se utiliza la espectroscopia
infrarroja (IR) para comprobar que la composicion quimica es la adecuada y los rayos X para
asegurarnos de que la estructura final mantiene la estructura mesoporosa con los canales que
forman los poros del tamafno deseado y en poscion paralela unos con otros, ya que esto
determinard la capacidad del nanosistema para albergar mas o menos cantidad de fArmaco en
su interior. En ambos casos se realizan espectros tanto antes como después de la extraccion

del surfactante para comparar ambos.

Con la caracterizacion de las NPs se confirma el tamafio de las mismas y el didmetro del
poro. La inclusion del nucleo magnético se confirma mediante Microscopia Electronica de

Transmision (TEM).
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Figura 4%, Los espectros IR de las nanoparticulas MCM-41 (a) antes y (b) después de la extraccion del
surfactante. Se observa la pérdida de las bandas correspondientes a grupos C-H a 2900 c¢cm’'. La
difraccion de Rayos X (c) antes y (d) después presentan la misma retencion, lo que indica que se
mantiene la mesoestructura de las nanoparticulas MCM-41.

En la espectroscopia IR se observa que desaparece una banda cerca de 2900 cm™, la
cual corresponde a grupos C-H, lo que indica que se ha eliminado el surfactante de las

particulas obtenidas. (Figura 4, a y b).

Por otra parte, la difracciéon de Rayos X indica que la mesoestructura se ha mantenido
tras retirar el surfactante, ya que la retencion de ambos difractogramas (antes y después) es
practicamente la misma. De los Rayos X se puede obtener también que el diametro de las

nanoparticulas es de 2 nm. (Figura 4, c y d).

Por lo tanto, a partir de la espectroscopia infrarroja podemos saber si se ha eliminado
todo el surfactante o no y, con los Rayos X, si se mantiene la estructura mesoporosa con las

caracteristicas iniciales una vez finalizado el proceso de sintesis. (Figura 5).

T

»
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L

-

Figura 57. Microscopia Electronica de Transmision
(TEM). MCSNs
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En el estudio de la liberacion de agentes terapéuticos por separado y combinado con la
hipertermia dirigidas a células tumorales, cabe destacar, que de los ensayos 1 y 2 indicados
con anterioridad, sobre las MCSNs (Ensayo 1) y sometidas a un campo magnético alterno se
produce liberacion del farmaco, mientras que no ocurre en las que no presentan nucleo

magnético (Ensayo 2).

Estos datos permiten evaluar el grado de internalizacion de estas nanoparticulas y el
grado de mortalidad con la intencion de mejorar la relacion eficacia/dosis de nanoparticulas
necesaria para la eliminacion de células malignas de tumores solidos respecto de los
nanosistemas ya existentes realizando ensayos in vitro con diferentes lineas celulares
cancerosas, como es el caso del ensayo 3 con células MDA-MB-231, en dicho estudio se
observa que la viabilidad celular es menor en las NPs que presentan nticleo magnético frente a

las que no lo tienen.

En el ensayo 3, el efecto de las MCSNs en las células examinadas se estudiaron sin
farmaco cargado bajo las mismas
condiciones que con farmaco en el
interior de las nanoparticulas. En este
estudio se observd que cuando una

muestra que no contenia doxorrubicina

era endocitada por las celulas y (o) * - ol 3

expuesta a un campo magnético | £ | £ - g =
x ] < . 2 ]
oscilante se observaba un 16 % de |§ . | 3, 8 s
. & 104 = 3 & lo4
muerte celular, mientras que en el caso { o s 4
de las nanoparticulas cargadas con e ~DOK *box
B gl = &L held AT Bald

doxorrubicina se produce un 37 % de
Figura 6’. Células MDA-MB-231 expuestas a MCSNs. El

muerte celular. Por lo tanto, se observd | histograma e iméagenes de fluorescencia (a) indica células
) . con MCSNSs cargadas de doxorrubicina, pero no expuestas
que tanto el proceso de hipertermia | 5 un campo magnético (5 % muerte celular). (b) Células
con MCSNs sin doxorrubicina sometidas a un campo
magnético (16 % muerte celular). (c) Células con MCSNs
cargadas de doxorrubicina y sometidas a un campo
magnético (37 % muerte celular).

como la liberacion del farmaco

antitumoral favorecen la muerte celular.

(Figura 6).

Ademéds, en otro ensayo se observd que un Unico pulso de corriente provoca la
liberacion del 40% de Rodamina B, lo cual se atribuye al rapido aumento de temperatura y la

consecuente apertura de la valvula. También se compard con una segunda muestra a la que se
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le aplicaron pulsos intermitentes de corriente alterna de campo magnético, en ella se observo
la misma liberacion inicial que al aplicar un Unico pulso, pero ademas se aprecia cada vez una
mayor liberacion de sustancia cargada, que va en aumento de forma paulatina hasta llegar a la

liberacion del 100% de la sustancia’.

La incorporacion de nanocristales de o6xido de hierro con propiedades
superparamagnéticas embebidas dentro de la matriz de silice mesoporosa representa una
alternativa muy interesante en el disefio de nanotransportadores de farmacos. Su capacidad de
ser guiado magnéticamente por un campo magnético externo, permite que se concentren en el

tejido dafado.

Esto es debido a la combinacion

ssgtuatessane del efecto inmunoestimulador de la

3 I-'.' 1
B0 — L] Multiple pulses . . .
2 » temperatura asociado a la hipertermia
-
m
&n - . . ., .
2™ o o, I producida por la aplicacion de dicho
(v o) - -—a— -
EN i Ange puize campo magnético oscilante, se logra por
8 |
2 N tanto un efecto sinérgico que podria
i
No pulse . .
R T . AR mejorar notablemente las  terapias
Time (min) actuales contra el cancer. Todo eso,

Figura 7% Liberacién del material cargado por | junto con la posibilidad de ser retirados
estimulacion magnética con un unico pulso y con pulsos

intermitentes. Indicando liberacion de la doxorrubicina | al final de la terapia, ofrece una buena
cuando se aplica el estimulo externo de CM.

alternativa para mejorar

significativamente la eficacia del tratamiento no invasivo. (Figura 7).

Cuando estas particulas estan expuestas a un campo magnético oscilante, son capaces
de aumentar la temperatura de los alrededores hasta alcanzar el rango de hipertermia (42-47
°C) y lograr un efecto inmunoestimulador provocando el calentamiento de la region afectada
para potenciar asi la respuesta inmune local e inhibiendo los procesos de la regulaciéon y el

crecimiento de células tumorales®.

Asi, se consigue promover la muerte inmunogénica de las células malignas y generar
una mayor sensibilidad a los efectos quimioterapéuticos. El seguimiento teragnostico del
tratamiento es también posible, ya que los nanomateriales simultdneamente podrian ser
utilizados como agentes de contraste en Resonancia Magnética por Imagen (MRI) siendo por

tanto multifuncionales.
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Las nanovalvulas estdn formadas por macromoléculas polimacrociclicas complejas
como CB[6] y ciclodextrinas (CDs). Estas macromoléculas tienen la capacidad de proteger al
farmaco de la degradacion quimica, fisica y enzimatica hasta que llegue al lugar exacto para
su liberacion, asi como para mejorar la permeabilidad de las nanoparticulas a la membrana de
las células tumorales, aumentando su eficacia. Estas nanovalvulas son sensibles a estimulos

externos como el campo magnético oscilante’.

CONCLUSIONES

Estos materiales son de gran utilidad para la liberacion de farmacos in vitro, como se ha
demostrado en la liberacion de farmacos antitumorales en lineas celulares de tumores de
mama (MDA-MB-231). Las MCSNs son captadas por células y se observa una minima
liberacion de las sustancias que contienen, pero al aplicarles un campo magnético oscilante se
produce un aumento de la temperatura local generado por el nicleo magnético de las MCSNSs,
lo cual provoca la apertura de la nanovélvula y esto facilita la liberacion del farmaco
(doxorrubicina) a través de los poros de la mesoestructura de silice, induciendo la apoptosis

de las células tumorales.

Una de las principales limitaciones de los tratamientos oncoldgicos actuales es la
toxicidad de las dosis administradas al paciente. Por esta razon los pacientes sufren a largo
plazo los efectos secundarios tan agresivos relacionados con este tipo de tratamientos. Por
esto, el disefio de este sistema que permite la administracion de la dosis de forma localizada,
especifica y con una liberacion controlada supone un gran logro para este tipo de tratamientos

favoreciendo la tolerancia a los mismos.
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