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“En el mundo de lo muy, muy pequefio, muchas cosas nuevas podrin suceder”
“Sélo a base de trabajar duro puede descubrirse algo”
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS






> BSA: albimina bovina sérica

vV V. .V V V V V V V VY

BSA-SH: albumina bovina sérica modificada con puentes disulfuro
reducidos

ALG: alginato

ALG-CYS: conjugado alginato-cisteina

TMX: tamoxifeno

4-OH-TMX: 4-hidroxitamoxifeno

FOL: 4cido félico

NP: nanoparticulas

B-50-50 NP: nanoparticulas basadas en 50% ALG-CYS and 50% BSA-SH
C-70-30 NP: nanoparticulas basadas en 70% ALG-CYS and 30% BSA-SH
BSA-SH NP: nanoparticulas basadas en 100% BSA-SH

TMX-B-50-50 NP: nanoparticulas basadas en 50% ALG-CYS and 50%
BSA-SH cargadas con tamoxifeno

TMX-C-70-30 NP: nanoparticulas basadas en 70% ALG-CYS and 30%
BSA-SH cargadas con tamoxifeno

TMX-BSA-SH NP: nanoparticulas basadas en 100% BSA-SH cargadas
con tamoxifeno

B-50-50-FOL NP: nanoparticulas funcionalizadas con 4acido fdlico
basadas en 50% ALG-CYS and 50% BSA-SH

C-70-30-FOL NP: nanoparticulas funcionalizadas con 4acido fdlico
basadas en 70% ALG-CYS and 30% BSA-SH

BSA-SH-FOL NP: nanoparticulas funcionalizadas con 4acido félico
basadas en 100% BSA-SH

TMX-B-50-50-FOL NP: nanoparticulas funcionalizadas con &cido félico
basadas en 50% ALG-CYS and 50% BSA-SH cargadas con tamoxifeno
TMX-C-70-30-FOL NP: nanoparticulas funcionalizadas con acido félico
basadas en 70% ALG-CYS and 30% BSA-SH cargadas con tamoxifeno
TMX-BSA-SH-FOL NP: nanoparticulas funcionalizadas con &cido félico
basadas en 100% BSA-SH cargadas con tamoxifeno

PBS: tampon fosfato salino
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NHS: N-Hidroxisuccinimida

DCC: N,N'-Diciclohexilcarbodiimida
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ER: receptor de estrogenos

FR: receptor de acido félico

MTT: metiltiazol tetrazolio

NaOH: hidréxido sédico

HCI: 4acido clorhidrico

EDTA: 4cido etilendiaminotetraacético
KClI: cloruro potésico

NaCl: cloruro sédico

SDS: dodecil sulfato sédico

FBS: suero fetal bovino

s.c: subcutaneo

i.v: intravenoso

ANOVA: anélisis de la varianza
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Summary

« Introduction

The application of nanotechnology to biomedical and sanitary fields for
prevention, diagnosis and treatment of diseases is achieving great scientific
advances, and it has become one of the most important researching focuses in
the recent years. Results obtained from several studies have provided new tools
for facing various illnesses which incidence has been rising during the last
decades, affecting especially the population of developed countries due to their

increased expectancy of life.

Cancer is one of these kinds of diseases. It has been confirmed as one of the
main death causes in developed countries, and it could become the illness with
the highest morbidity and mortality indexes worldwide according to the
estimations. In fact, 27 million of new cancer cases and 17 million of deaths
have been foreseen for 2030. Additionally, this disease has an important social
and economic impact, not only for the government institutions but also for the
patients and society in general. Breast cancer is the most commonly diagnosed
cancer among European women. The application of early detection programs
conducted by national health institutions has contributed to the reduction of
mortality index and the increase of survival rate in patients affected by this
disease. Although the exact mechanism which breast cancer is developed by
has not been already established, hormonal regulation plays an important role
in the majority of diagnosed cases. Thus, the regulation of estrogenic response
by different mechanisms has been focused as one of the most common

treatment strategies along several years.

Tamoxifen is a drug that belongs to selective estrogen receptor modulator
family (SERMs), and it was approved by FDA in 1978 and 1998 for the
treatment and prevention of hormone-dependent breast cancer, respectively.
From its approval, it has showed very satisfactory results, but the development
of undesirable side effects associated with long-term therapy makes necessary
to establish an individualized therapy. Some of these serious effects can be

considered as important limitations, such as the development of endometrial
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cancer due to the agonist role of tamoxifen in the uterus, as well as its low water
solubility which restricts the administration of the drug to few routes.

These limitations make tamoxifen a good candidate to be included into
nanosystems which could vehiculize it through passive or active mechanisms in
order to overcome some of the problems that current therapy presents, and also
to achieve a more effective treatment. Indeed, some efforts have been carried
out with this aim by several researching groups who included tamoxifen into

nanoparticulated systems based on different synthetic and natural polymers.

% Objectives

The main goal of this work has been the preparation, characterization and bio-
evaluation of nanoparticulated systems based on natural polymers to be used as
controlled release devices of tamoxifen. Tamoxifen vehiculization through these
kinds of systems based on natural polymers, in particular bovine serum
albumin and alginate, pursues a new and improved therapeutic approach in
breast cancer. This strategy is based on the rational and specific delivery of this
drug to targeted tissues, either using passive or active mechanisms, and takes
advantage of the good biocompatibility and biodegradability properties that

these selected natural polymers offer.

In order to achieve this general aim of the study, some specific objectives

were set out:

1. Synthesis of nanoparticles based on albumin and alginate,
previously modified by a thiolation process. Stabilization of
nanoparticles through disulfide bond formation. Characterization of
nanoparticulated systems by composition, size, morphology and
thermal stability studies.

2. Tamoxifen loading into those obtained systems. Quantification of
drug load values and study of in vitro drug release kinetics.

3. Folic acid attachment to these obtained systems in order to prepare

targeted nanoparticles. Characterization of folate-targeted
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nanoparticles, drug loading process and evaluation of in vitro drug
release kinetics.

4. In vitro anticancer efficacy evaluation of nanoparticles against MCF-
7 and T47D cells, human breast cancer cell lines, and HelLa cells,
human ovarian cell line. Cell viability and uptake studies will be
performed in order to evaluate the efficacy of the systems.

5. In vivo anticancer efficacy evaluation of nanoparticles in a breast
tumour xenograft model developed in athymic mice. Tumour
volume evaluation, tamoxifen biodistribution and histological

studies will be performed.

% Results

Nanoparticles based on thiolated alginate (ALG-CYS) and disulfide bond
reduced albumin (BSA-SH) have been synthesized by coacervation method and
stabilized by disulfide bond formation. In order to optimize the synthesis, the
influence of amount and proportion of reactants on nanoparticle characteristics
has been studied. Results showed cubic shaped nanoparticles but with a certain
spherical tendency. The size range was 42-388 nm; as the percentage of ALG-
CYS increased in the particle, their morphology was less spherical and the size
was larger. The presence of both reactants in the nanoparticles was determined
by FTIR and confirmed by TGA. The ratio BSA-SH/ALG-CYS (0.49/1 - 1.23/1)
in the particles was quantified by colorimetric methods. Nanoparticles were
assayed as drug delivery systems by loading them with tamoxifen (TMX) (2-4
pg TMX/mg NP). According to drug extraction method, it seemed that the
drug was superficially placed, and different types of interactions could be
established between TMX and the systems depending on their composition.
Maximum TMX release (23-61% of loaded TMX) took place between 7 and 75 h,
and the amount of released TMX can be modulated with the percentage of
ALG-CYS in the particle, being the BSA-SH the main responsible for the
controlled release of the drug from the systems due to the strong interactions

established between the drug and the protein.
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Some of the variables of the drug-loading process were modified in order to
optimize the content of drug included into the systems. The TMX load into the
nanoparticles was optimized (4-6 pg/mg NP) by freeze-drying the systems
before the loading procedure, and by using a more concentrated drug solution.
Again, drug extraction and zeta potential results revealed a major superficial
location of the drug in the systems. Maximum TMX release (45-52%) took place
between 2 and 25 h. Cytotoxicity of unloaded nanoparticles in MCF-7 and HeLa
cells was not observed, although a small decrease in viability took place at very
high concentration of the systems and after several days of incubation. Cell
uptake of nanoparticles occurred in both cell types and the presence of
polysaccharide in the nanoparticle composition allowed a better interaction
with cells to be achieved. The administration of 10 pM TMX by TMX-
nanoparticles was effective in both cellular lines, and the effect of the drug-
loaded systems on MCEF-7 cell cycle showed the efficacy of the TMX loaded

nanoparticles as controlled delivery systems.

After the in vitro characterization studies of these systems and according to
the results, those nanoparticles formed by mixtures of ALG-CYS/BSA-SH were
selected to be tested using an in vivo MCF-7 nude mice xenograft model. After
the subcutaneous administration of the nanoparticles in the tumour
surrounding area, an enhancement of the TMX antitumor activity was
observed. The lowest tumour evolutions and tumour growth rates were
observed in mice treated with TMX entrapped into the systems. Moreover,
histological and immunohistochemical studies revealed that treatments with
TMX-loaded nanoparticles showed the most regressive and less proliferative
tumour tissues. TMX biodistribution studies determined that TMX-loaded
nanoparticles caused more accumulation of the drug into the tumour site with
undetectable levels of TMX in plasma, reducing the possibility of delivering
TMX to other not-targeted organs and, consequently, developing possible side
effects. Thus, these TMX nanoparticulate systems, using mechanisms of passive
drug vehiculization, were capable to increase TMX efficacy, allowing new

challenging strategies of therapy to be further studied.
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After obtaining these good in vitro and in vivo results, the design of
vectorized nanosystems based on these already characterized formulations was
considered the next step. In order to obtain these devices, folic acid molecules
were attached to the nanoparticle structure via amino groups of albumin. Folic
acid (FOL) was successfully attached to nanoparticles (ranging between 79 and
170 pmol folate/g NP). Nanoparticles with 76-417 nm average size were
obtained and loaded with TMX (4.2-7.7 pg/mg NP). Zeta potential and drug
extraction revealed major superficial placement of the drug, especially in the
case of folate-attached systems based on mixtures ALG-CYS/BSA-SH. Drug
release studies in the presence of surfactant showed a gradual release of the
drug between 4-7h, which was complete in the case of systems based on
mixtures ALG-CYS/BSA-SH. However, the amount of TMX released from the
systems diminished to 3-5% of total TMX load in absence of surfactant. In vitro
cell culture studies were performed using three cell lines (MCF-7, T47D and
HeLa cells), which resulted positive in the expression of folate receptors. In
general, unloaded folate-attached systems showed low cytotoxicity.
Internalization of the systems was achieved and mediated by folate receptor,
especially in the case of BSA NP-FOL. The administration of 10 pM TMX by
TMX-FOL NP showed their efficacy as controlled TMX release systems, since
the reduction of cell viability caused by the nanoparticles was more gradual

than that one caused by TMX in dissolution.

These in vitro results showed the promising anticancer action of these new
TMX-loaded folate-targeted systems, allowing a new administration route to be
studied in order to improve current TMX therapy. Consequently, an in vivo
study was next performed using a MCF-7 nude mice xenograft model, selecting
the system that offered the best physicochemical properties for its intravenous
administration, and taking into account the results obtained from the in vitro
characterization. Thus, TMX-B-50-50-FOL NP were selected to be tested in this
model, together with its non-functionalized analogue (TMX-B-50-50 NP), to
study the role of folic acid in the active targeting of the systems to the tumour

site after their intravenous administration.
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According to the results from the study, TMX-folate-targeted nanoparticles
caused tumour remission while free TMX or TMX-non-targeted nanoparticles
could only stop the tumour development. Histological and
immunohistochemical studies revealed that tumour tissues treated with folate-
attached systems showed the most quiescent and disorganized structures.
Additionally, lower levels of TMX in non-targeted organs were obtained when
it was administered trapped into the nanoparticles than when it was free
administered. Consequently, this study demonstrated that TMX-loaded folate-
targeted systems were capable to reach tumour site to enhance the in vivo
anticancer action of TMX, allowing a new administration route to be applied in

order to overcome some of the current TMX therapy problems.

% Conclusions
- Nanoparticles based on different mixtures of previously modified
alginate and albumin have been prepared and stabilized by the
formation of disulphide bonds between both polymers by coacervation
methodology. Individualized nanoparticles with an average size ranged
between 42-388 nm have been obtained. The presence of BSA-SH in
nanoparticle composition is necessary to form the systems, as well as the
proportion of reactants is determinant in the final composition of these

nanoparticles.

- TMX is successfully included into the nanoparticles (4-6 ng TMX/mg
NP) by swelling the systems in an ethanolic dissolution of the drug,
obtaining better drug load values, generally, when the nanoparticles are
previously freeze-dried. Part of the drug is placed on the nanoparticle

surface, which is characteristic of hydrophobic drugs.

- In vitro maximum drug release from the systems in the presence of the
surfactant takes place between 2 and 75 h, and depends on the drug

loading methodology and nanoparticle composition. This release occurs

12



Summary

in two differentiated steps: the first step, which is fast and where
superficial drug is released, followed by a second and slower step,
where BSA-SH plays an important role due to the strong interactions
established between the drug and the protein. These interactions are the
main responsible for the incomplete release of the drug from the

systems.

The functionalization of these systems with folic acid is successfully
carried out, being the amount of folic acid attached to the nanoparticles
higher when the proportion of BSA-SH in the composition increases.
The average size of these systems is ranged between 76 and 417 nm, and
an aggregation phenomenon is detected in the case of nanoparticles
composed of BSA-SH exclusively. TMX loading amount obtained for
these systems is very similar to that determined in the case of non-
functionalized systems, and the partial localization of the drug on the
surface of the nanoparticles is also observed. Additionally, in vitro TMX
release from these nanoparticles occurs in two differentiated steps: a
tirst fast step followed by a second slower step; this release is complete
at 24 h. However, the presence of the surfactant in the release medium is

determinant for the complete release of the drug from the nanoparticles.

Cellular studies in MCEF-7, HelLa and T47D cell lines show that unloaded
nanoparticles, either functionalizaed or non-functionalized, are
essentially cytocompatible. All the systems are capable to interact and to
be internalized by the three cell lines, although the presence of the
polysaccharide in the nanoparticle composition enhances this
interaction. Folic acid functionalization of the systems allows a higher
internalization of the systems to be achieved. The role of folate receptor
is determinant for the penetration of BSA-SH-FOL NP, but not exclusive
in the case of B-50-50-FOL NP. The gradual decrease on cell viability
when the drug is administered by the polymeric systems confirms the in

vitro efficacy of the formulations as controlled delivery systems.
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Subcutaneous and intravenous administration of the non-vectorized (B-
50-50 NP y C-70-30 NP) and folic acid-vectorized systems (B-50-50-FOL
NP), in an in vivo MCF-7 xenograft model developed in athymic nude
mice causes the deceleration and, in the case of the folate attached
system, the regression of tumours in a more significant way than the
drug administered free in dissolution. Moreover, histological studies
show a higher disorganization and less cellular division in those tumour
tissues treated with the TMX-loaded nanoparticles. Additionally, the
accumulation of the drug in non-targeted tissues is considerably reduced
when the drug is administered trapped into nanoparticles. Thus, this
study reveals the highest in vivo anticancer efficacy of the tamoxifen-
loaded nanosystems against the administration of the non vehiculized

drug.

14



INTRODUCCION






Introduccion

1. ORIGEN Y EVOLUCION DE LA NANOMEDICINA

El término nanotecnologia hace referencia a la habilidad de medir, disefar y
manipular las caracteristicas tinicas que ofrecen determinados materiales cuando
son manejados en escalas nanométricas, generalmente entre 1 y 100 nm, con el
objetivo de disefiar sistemas con funciones especificas atribuibles a su pequefio
tamafio (Tibbals, 2010). Aunque la introduccién de este novedoso concepto se
produce en 1958 de la mano de Richard Feynman (Appenzeller, 1991), no es hasta
mediados del siglo XX cuando la nanotecnologia comienza a perfilarse como una
de las areas mas importantes de la investigacion. Desde ese momento, la
nanotecnologia ha servido de herramienta en areas muy diversas, abarcando
desde sistemas electrénicos y motores hasta su aplicacion en medicina y
biotecnologia. Y es precisamente en estos dos ultimos campos donde la

nanotecnologia ha demostrado tener un enorme potencial.

La aplicaciéon de la nanotecnologia, principalmente en el dmbito médico y
biosanitario, ha supuesto una auténtica revoluciéon. El impacto de las nuevas
herramientas terapéuticas y de diagnéstico proporcionadas ha llevado a acufar
un nuevo término para referirse a esta nueva disciplina. El término
“nanomedicina” ha sido definido por los Institutos Nacionales de Salud de
mayor relevancia mundial para hacer referencia a la aplicacion de la
nanotecnologia en la medicina, esencialmente en la deteccion, diagndstico y
tratamiento de enfermedades (Moghimi et al., 2005; Zhang et al., 2008). De esta
forma, la nanomedicina tiene por meta llevar a cabo un amplio estudio sobre
como los materiales, herramientas y técnicas proporcionadas por la
nanotecnologia permiten ampliar los conocimientos sobre biomedicina y
descubrir nuevos procedimientos para avanzar hacia una medicina mas

personalizada (Caruso et al., 2012).

El gran impacto de la nanotecnologia en medicina se aprecia principalmente
en tres areas (Figura 1): técnicas analiticas y diagnésticas, tratamiento

farmacologico y medicina regenerativa (Boulaiz et al., 2011).
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a) Nuevas técnicas analiticas y de diagnéstico

Habitualmente, la mayoria de las técnicas actuales de diagndstico permiten la
detecciéon de una enfermedad cuando ya estd en fase avanzada. Las técnicas
“nanodiagnosticas” se han desarrollado con el objetivo de aumentar la
sensibilidad en el diagnoéstico clinico y mejorar la deteccién de la enfermedad en
fase temprana (Jain, 2003, 2005). Este campo de investigacion abarca diversas
técnicas in vitro, como el desarrollo de nanobiosensores (Singh et al., 2010),
micromatrices (microarrays) para diagnostico molecular (Jayapal and Melendez,
2006) y dispositivos “Lab-on-a-chip” (LOC), que integran varias funciones de

laboratorio en un solo chip (Mark et al., 2010).

4 X

( Nuevas ) ( Avances en
herramientas Medicina
diagnésticas regenerativa
Nuevos
tratamientos
farmacoldgicos

Q? Técnicas de

diagnéstico in vitro

Ingenieria de tejidos

Técnicas de Disefio de
diagndstico in vivo nanosistemas que
permiten mejorar la Modelizacién in vitro

eficacia terapéutica

Figura 1. Principales areas de aplicacién de la nanomedicina.

Asi mismo, se han desarrollado nuevas técnicas de diagnéstico por imagen in
vivo basadas en nanosistemas portadores de sondas fluorescentes o con
caracteristicas fisico quimicas especificas que han permitido mejorar y completar

los resultados obtenidos por las técnicas ya existentes, extrayendo datos a nivel
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molecular que permiten tanto la identificacion de las causas de la enfermedad de
forma temprana como una exhaustiva monitorizacién de cada fase del proceso.
Algunos ejemplos de estas técnicas son la tomografia por emisién de positrones
(PET), bioluminiscencia, tomografia basada en fluorescencia (FMT) o microscopia
confocal laser de barrido, entre otras (Weissleder and Pittet, 2008). De forma
paralela, la nanotecnologia también ha desarrollado agentes de contraste mucho
mas selectivos que permiten una mejora en la sensibilidad de estas técnicas de
diagnostico por imagen, tales como “puntos cuanticos” (quantum dots, QDs) o

nanoparticulas de oro (Delehanty et al., 2012; Ruedas-Rama et al., 2012).

El desarrollo e investigaciéon de estas nuevas técnicas diagnosticas se ha
convertido en una prioridad para la nanomedicina, ya que permitiria obtener
herramientas de estudio indispensables en enfermedades como el cancer,

cardiovasculares y neurodegenerativas.

b) Desarrollo de nuevos tratamientos farmacolégicos

El desarrollo de la nanotecnologia en el &mbito farmacolégico ha permitido la
aparicion de una serie de nanosistemas que protegen, vehiculizan y, en algunos
casos, dirigen los farmacos hacia sus dianas terapéuticas, permitiendo una mejora
de la eficacia del tratamiento farmacolégico. De esta forma se optimizan las
formulaciones farmacéuticas y se reduce la aparicion de efectos adversos. El
impacto de la nanotecnologia en el campo farmacolégico sera desarrollado y

analizado en mayor profundidad en el segundo epigrafe de esta introduccién.

¢) Medicina regenerativa y modelizacién

La nanotecnologia ofrece muchas expectativas en el campo de la ingenieria
de tejidos, permitiendo el disefio de nuevas estrategias que contribuyen a la
mejora, reparacion o reemplazamiento de la funcién organica o tisular dafiada
mediante la aplicacién de nanomateriales (Verma et al., 2011). La idea principal
es disefiar una matriz artificial extracelular o “andamio” biocompatible (scaffold)
sobre la que cultivar las células y promover su crecimiento mediante la

recreacion de un microambiente celular similar al presente in vivo. Para ello, la
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nanotecnologia disefia sistemas de liberaciéon de factores de crecimiento y otros
compuestos que permiten promover el crecimiento celular, que son incorporados
a estos “andamios”, permitiendo pasar del cultivo celular en dos dimensiones a
uno tridimensional. Las posibilidades que esta nueva tecnologia ofrece son muy
variadas, pero principalmente destaca su aplicacion en la regeneracion de tejidos,
como el 6seo o epitelial, donde se han observado ya muy buenos resultados

(Wong and Liu, 2012).

Otra de las aplicaciones mds importantes es la modelizaciéon de tumores in
vitro. La experimentacién con animales es cada vez mads restringida, con lo que es
necesario el desarrollo de nuevas herramientas de cribado que proporcionen
mejores predicciones sobre la posible eficacia in vivo de las nuevas formulaciones,
y que permitan seleccionar madas especificamente los sistemas antes de ser
estudiados en animales. El cultivo de lineas celulares cancerigenas sobre estas
estructuras tridimensionales promueve un mejor crecimiento, una mayor
diferenciacién y un metabolismo celular mas préximo al que se produce in vivo
(Mitra et al., 2012). Esto puede permitir la evaluacién de nuevas formulaciones de
farmacos antitumorales en cultivos tridimensionales, constituyendo un paso
intermedio entre los cultivos celulares bidimensionales y los estudios in vivo
(Shin et al., 2013), lo que reduciria sensiblemente el ntimero de animales a

emplear en los estudios in vivo.

1.1 Cancer y nanomedicina

El cancer se ha convertido en una de las principales causas de mortalidad en
paises desarrollados, y se estima que se convierta en la enfermedad con mayor
morbilidad y mortalidad en las préximas décadas en las distintas regiones del
mundo, independientemente de su situacion econémica (Bray et al., 2012). De
acuerdo a las estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se
estima que el cancer serd responsable de 84 millones de muertes producidas entre
2005 y 2015 (Danhier et al., 2010); concretamente, 1.283.101 de muertes por cancer

fueron estimadas en la Unién Europea en el afio 2012 (Malvezzi et al., 2012).
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La incidencia de esta enfermedad es diferente en varones y mujeres,
detectandose diferentes tipos de cancer y namero de casos en funcién del género.
La incidencia es ligeramente superior en varones que en mujeres, siendo el de
pulmoén, colorrectal y proéstata los tipos de cancer mas diagnosticados en el caso
de los varones, y el de mama, colorrectal y pulmén los més frecuentes en mujeres

(Sociedad Espafiola de Oncologia Médica, www.seom.org).

El cancer de mama es el tipo de cancer mas cominmente diagnosticado en
mujeres, siendo su segunda causa de muerte en Estados Unidos, estimando
226.870 nuevos casos para 2012 (Ma and Jemal, 2013), y continda siendo la
primera causa de muerte por cancer en mujeres europeas. La edad de maxima
incidencia estd por encima de los 50 afios, pero aproximadamente un 6% se
diagnostica en mujeres menores de 35 afios (Sociedad Espafiola de Oncologia

Médica, www.seom.org). Los programas de deteccion precoz establecidos han

permitido una mayor detecciéon de la enfermedad en fase temprana, logrando
disminuir la tasa de mortalidad y prolongando la supervivencia de la poblacién
(Sant et al., 2009). En Europa, el pronoéstico es relativamente bueno con una
supervivencia a 5 afos del 77% (Sociedad Espafiola de Oncologia Médica,

www.seom.org). En Espafia, la supervivencia global a los 5 afios del diagndstico

de este tipo de tumor se eleva a un 82,8%, lo que nos sitia por encima de la
media europea (Proyecto EUROCARE-4, Asociaciéon Espafiola contra el Cancer,

WWW.aecc.es).

Aunque se ha avanzado mucho en cuanto a la prevencion, diagnéstico y
tratamiento del cancer, es necesario profundizar en la fisiopatologia de esta
enfermedad para conseguir una terapia efectiva, que consiga sobrepasar las

numerosas limitaciones que tienen los tratamientos actuales.

1.1.1 Caracteristicas fisiolégicas de los tumores solidos

La carcinogénesis es un proceso multiple en el que participan alteraciones
genéticas y epigenéticas que conllevan a una transformacién progresiva de las
células normales en células malignas. Estas células adquieren un potencial de
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divisién anormal y descontrolada, junto con la capacidad de invadir y provocar
metdstasis en otros tejidos (Djojosubroto et al., 2003; Hernandez-Vargas et al.,

2006).

Los procesos de proliferacion celular estan regulados por gran variedad de
moléculas que desencadenan cascadas de sefializacion intracelular que activan o
reprimen los genes responsables de estos procesos. Cuando existe un
desequilibrio en la regulaciéon de estos procesos proliferativos, las células
comienzan a crecer de forma anormal e incontrolada (Fingar and Blenis, 2004). Si
esto sucede, se produce un incremento de los requerimientos nutricionales
celulares asi como un aumento de los productos derivados del metabolismo

celular.

En tumores con un tamafio comprendido entre 1-2 mm3, los nutrientes y el
oxigeno pueden llegar a las células a través de mecanismos de difusién simple,
por lo que serdn altamente dependientes de este aporte para su evolucién. Sin
embargo, cuando el tumor supera este tamafio, las células localizadas en la zona
central del tumor comienzan a necrosarse debido al insuficiente aporte de
nutrientes, y comienza una fase de hipoxia celular. Para afrontar esta situacion, el
tumor secreta una serie de factores que estimularan el desarrollo de nuevos vasos
sanguineos que le proporcionen el aporte nutritivo necesario para seguir
creciendo. Este proceso es conocido con el nombre de angiogénesis (Brannon-

Peppas and Blanchette, 2004).

El proceso angiogénico estd controlado por un equilibrio entre factores
activadores e inhibidores del mismo (Bergers and Benjamin, 2003). El factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) juega un papel regulador muy
importante en este proceso, estimulando la proliferacién, migracién e invasiéon
del endotelio (Figura 2). Ademas, también favorece la permeabilizacién de los
capilares sanguineos para conseguir una rdpida extravasaciéon de la proteina

plasmatica en los tejidos (Bae et al., 2011).
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A través de factores activadores, como el VEGF, se desarrolla la nueva
vasculatura del tumor que va a presentar marcadas diferencias respecto a los
vasos sanguineos existentes en los tejidos sanos. Esta neovasculatura asociada a
los tumores presenta una elevada tortuosidad y densidad, heterogenicidad, y
deficiencias en los pericitos endoteliales que llevan a la aparicién de espacios
intercelulares comprendidos entre 100 nm y 2 pm en funcién de los distintos

tipos de tumor (Hobbs et al., 1998).

{3} Célula tumoral

% Célula endotelial vascular de tejido sano
= Célula endotelial vascular de tejido tumoral

‘ Glébulos rojos y nutrientes
@ VEGF
& Receptor de VEGF

Figura 2. Desarrollo del proceso angiogénico en un tumor sélido promovido
por la liberacion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF).

Ademas de este débil sistema vascular, este tipo de tumores se caracteriza
por presentar un pobre e ineficiente drenaje linfatico. Este proceso de drenaje
resulta imprescindible para mantener las funciones celulares normales (Bozkir
and Saka, 2005). Recientemente, se ha descubierto el papel de determinados

factores mediadores en el proceso de creaciéon de vasos linfaticos que estan
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implicados directamente en este proceso (VEGF-C y VEGE-D), lo que conduce a

una mayor capacidad de metastasis del tumor (Danquah et al., 2011).

La combinacién del débil sistema vascular junto con este sistema linfatico
poco funcional lleva a la acumulaciéon de contenidos vasculares en el tumor,
resultando en una elevacion de la presion del fluido intersticial (IFP), siendo mas
destacable este fendémeno en el centro del tumor (Jain, 1987). Como consecuencia
de la coexistencia de estos factores se produce el fenémeno conocido como efecto

de permeabilidad y retenciéon aumentada (EPR).

Finalmente, debido a la débil vasculatura presente en estos tumores, se
produce una reduccién del flujo sanguineo y, con ello, de los niveles de oxigeno.
Esto tiene como consecuencia la aparicion de condiciones hipdxicas en las que se
favorece un metabolismo celular anaerébico y una acidosis extracelular en el
tejido tumoral como consecuencia de la elevada produccién de acido lactico y
COz. Se ha detectado una disminucién del pH extracelular en tejidos tumorales

que alcanza valores entre 6 y 7, cuando en tejidos sanos tiene un valor de 7,4

(Cardone et al., 2005; Danquah et al., 2011).

Por tanto, todas estas caracteristicas de las células tumorales y de los tumores
s6lidos (débil vasculatura, pobre drenaje linfatico, retencién favorecida y acidosis
extracelular) deben ser consideradas para el desarrollo de nuevas terapias

anticancerosas que permitan un tratamiento més eficaz en este tipo de tumores.

1.1.2 Dianas terapéuticas en células cancerosas

El principal objetivo en la lucha contra el cancer es el desarrollo de
tratamientos que produzcan la remisiéon y/o paliacién de esta enfermedad.
Actualmente, la terapia anticancerosa esta basada principalmente en métodos
quirtargicos, para la reseccion total o parcial de los tumores, asi como en
radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal e inmunoterapia, para la
erradicaciéon de focos microscopicos de células cancerosas. Generalmente, la

eleccién terapéutica conlleva la combinacion de varios de estos tratamientos para
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obtener la mayor efectividad posible. Sin embargo, estas modalidades
terapéuticas tienen numerosas limitaciones que pretenden ser superadas gracias

a la aplicacién de la nanotecnologfa.

Gracias a la investigacién, se han producido numerosos avances sobre el
conocimiento de los mecanismos implicados en el desarrollo de un tumor, tales
como receptores o mediadores en cascadas de sefializacién, cuya sobreexpresion
o desregulacién estd presente en las células cancerosas. Esto les convierte en
posibles dianas farmacolégicas que se podrian emplear para el disefio de nuevos
agentes terapéuticos que actuarian de forma selectiva sobre las células afectadas,

y en menor medida sobre las células sanas.

En funcién del tipo de cancer, se han detectado diferentes posibles dianas
terapéuticas implicadas en las diferentes fases del desarrollo del tumor, que se
describen brevemente a continuacién teniendo en cuenta los tipos de neoplasias

mas frecuentes.

- Cancer de pulmén

Existen dos tipos principales de cancer de pulmon: de células no pequenas y
de células pequefias o microcitico. Probablemente, el carcinoma de células no
pequefias se origina en las células epiteliales, mientras el cdncer de células
pequenas se piensa que se origina en las neuronas o en las células productoras de

hormonas (Sociedad Espafiola de Oncologia Médica, www.seom.org).

En el cancer de células no pequenas se han identificado diferentes vias de
sefializacion que median en procesos como la angiogénesis y crecimiento de
tumor. Es el caso del receptor del factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGEFR), el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y el receptor
del factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1R) (Belani et al., 2012; Pallis et al.,
2009). VEGFR, EGFR y IGF-1R son receptores con actividad tirosina-quinasa
intrinseca, que activan cascadas de sefializacién intracelular que finalizan con la
activacion o inhibicién de procesos de proliferacion celular (Baselga, 2001; Lopez-

Calderero et al., 2010).
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La sobreexpresion de estos receptores es muy comun en este tipo de tumor
aunque frecuentemente no se encuentran alterados de forma aislada, lo que
afectaria una tnica ruta de sefalizacion, sino que suelen producirse mutaciones a
varios niveles. Ademas, se asocia a un peor pronéstico de la enfermedad (Pirker
et al., 2009). Por ello, lo ideal seria la combinacién de varias terapias dirigidas a
diferentes dianas terapéuticas para obtener un resultado eficaz en el tratamiento

de este tipo de cancer (Custodio et al., 2012).

- Céancer colorrectal

El cancer colorrectal ocupa el segundo lugar en incidencia en los paises
occidentales, después del cdncer de pulmoén en el hombre y del cancer de mama
en la mujer. Ademas, supone aproximadamente el 10-15% de todos los canceres,
y en un elevado porcentaje de casos se presenta con metéstasis en el higado
cuando se diagnostica (Sociedad Espafiola de Oncologia Meédica,

WWW.Se0m.org).

Se han identificado algunas dianas terapéuticas implicadas en procesos de
proliferacion celular en este tipo de céncer, como el EGFR y el factor de
crecimiento del endotelio vascular tipo A (VEGF-A), sobre las cuales ya se esté
actuando junto a los tratamientos convencionales (Tsujii, 2012). Sin embargo, las
altimas investigaciones se centran en nuevas dianas terapéuticas como
microARNs (miRNA) o ARNs no codificantes y genes de multirresistencia a
farmacos (MDR1, MRP1 and ABCG2), que podrian ser responsables de la
ineficacia de muchos tratamientos por promover el desarrollo de mecanismos de

resistencia a los mismos (Dallas et al., 2009; Holleman et al., 2011).

- Céncer de mama

El cancer de mama es el tumor mas frecuente en la mujer y la primera causa
de muerte por cancer en mujeres. En cuanto a sus causas, no estan del todo claras
aan aunque factores como la edad, los antecedentes familiares o la terapia

hormonal sustitutiva juegan un papel importante en su desarrollo. Tiene una
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naturaleza muy heterogénea debido a que estan implicados tanto mecanismos

genéticos como moleculares que derivan en diferentes perfiles clinicos.

En general, un 70% de los casos se pueden clasificar como canceres de mama
dependientes de estrégenos (ER+), hormonas que estimulan la divisién de células
mamarias asi como también mantienen la densidad ¢sea y previenen la
formacion de ateromas plaquetarios (Althuis et al., 2004; Pelekanou and Leclercq,
2011). Por otra parte, un 20-30% de los casos se desarrollan por mecanismos
independientes de estas hormonas (ER-), cuyo prondstico suele ser peor (Carey et

al., 2006).

En funcién de esta clasificacion, se distinguen diferentes dianas terapéuticas
para poder hacer frente al desarrollo de esta enfermedad, cuyo estudio y

prevencion data de mediados del siglo XX (Figura 3).

HISTORIA DE LA QUIMIOPREVENCION DEL CANCER DE MAMA

Primer estudio La FDA aprueba el Los estudios STAR y RUTH
sobre el papel de - N
) tratamiento de La FDA aprueba el uso demuestran la eficacia del
la mamografia en . - - -
Teiel canceres ER+ con del tamoxifeno como raloxifeno en la reduccion
deteccién cancer tamoxifeno tratamiento preventivo de la recurrencia del
de mama en cancer de mama cancer de mama
| | } :
1963 1978 1998 2006
1956 1976 1994 1999 2007
| | | —

. Se acufia el término Se El ensayo clinico )
Descub.n)mmnto de “quimoprevencién” identifican MORE muestra la La FEA | El estudio WINS
la relacmn entre el losgenes  eficacia del raloxifeno apruedale g?uest)ra‘como una

r/uasgoa padecer BRCA1-2  areducir el riesgo del Lljso‘fe ieta baja Aen grasa
cancer de mamay como cancer de mama en el raloxi gno. en mUJergs‘
la edad de factores de 76% de mujeres p?ré rel u;nr possmenopaua‘cals
desarrollo d? la riesgo en el postmenapausicas de nesgI(IJ ; ayuda a preyezwl a
menopausia cancer de con osteoporosis es‘arro 3 e rfscurrznma e
mama cancerde  cancer de mama
mama
invasivo

Figura 3. Historia del tratamiento “quimiopreventivo” del cancer de mama
(Cazzaniga and Bonanni, 2012)
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En el caso de canceres de mama ER+, las dianas principales frente a las que
dirigir los tratamientos farmacolégicos son el receptor de estrégenos y la enzima

aromatasa.

- Los farmacos moduladores del receptor de estrégenos (SERMs) se han
usado en el tratamiento del cancer de mama por su efecto antagonista
sobre los receptores de estrogenos localizados en el tejido mamario,
aunque también presentan accion agonista en los receptores de
localizacion uterina. Entre ellos, el tamoxifeno (TMX) (Figura 4) lleva
administrdindose desde hace méas de 30 afios como agente

quimiopreventivo en el desarrollo y recurrencia de la neoplasia mamaria

(Clarke, 2008).

oF

| i
H-IC""N"-.-HRH‘-\.H"-D = s _.-";|

CH; ""-\.H_-j.-. -"-':"ﬁ“'m__h__.a-'I:'HE-

Figura 4. Estructura quimica del tamoxifeno.

Sin embargo, a pesar de sus buenos resultados en la prevencion del
desarrollo de esta enfermedad, presenta numerosos efectos adversos
graves como incrementar el riesgo al desarrollo de cancer endometrial y
accidentes trombéticos, entre otros (Fisher et al., 1998), 1o que hace que su
administraciéon deba considerarse de forma individualizada. Ademaés del
tamoxifeno, el raloxifeno se emplea también en la prevenciéon de cancer

de mama en mujeres postmenopdusicas, mostrando un menor riesgo de
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desarrollo de cancer endometrial y accidentes trombéticos (Sporn et al.,

2004).

- Del mismo modo que ocurre con los elevados niveles de estrégenos, los
altos niveles de aromatasa, enzima que participa en la sintesis de
estrogenos, se han asociado con un mayor riesgo de desarrollar cancer de
mama. Por tanto, los inhibidores de esta enzima contribuirian también a

disminuir el desarrollo tumoral de la glandula mamaria (Vogel, 2011).

En el caso de los tumores ER-, se han identificado una gran variedad de
dianas terapéuticas. Entre ellas destacan: a) receptores nucleares (receptor del
acido retinoico, de vitamina D y activador de la proliferacién de peroxisomas,
PPAR); b) receptores de membrana y mecanismos de sefializacién intracelular
(EGFR y receptor del factor endotelial humano, HER); c) agentes
antiinflamatorios y antioxidantes (enzima ciclooxigenasa tipo 2, COX-2); d)
agentes promotores de la angiogénesis (VEGF); e) moduladores de ADN (genes
BRCA-1 y BRCA-2). Muchas de estas dianas han sido de reciente descubrimiento,
y su investigacion permitird avanzar en el tratamiento de cédnceres de mama
independientes de hormona cuyo pronodstico, generalmente, suele ser peor

(Cazzaniga and Bonanni, 2012).

- Céancer de prostata

El cancer de la prostata es una enfermedad que se desarrolla principalmente
en varones de edad avanzada, y que actualmente se trata principalmente
mediante cirugia (prostatectomia radical) y radioterapia, a veces acompafiada de

tratamientos hormonales para favorecer la supresion androgénica.

Las dianas terapéuticas frente a las que poder actuar en este tipo de cancer
son la enzima 17-a-hidroxilasa (participe en la sintesis de testosterona), la familia
de receptores del factor endotelial (EGFR y HER) y el antigeno especifico de la
membrana prostatica (PSMA) (Blanco et al., 2012).
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1.1.3 Nuevos tratamientos anticancerosos basados en nanosistemas

La nanotecnologia se ha convertido en una herramienta esencial en el
desarrollo de nuevas terapias contra el cédncer. En las dltimas décadas, su
desarrollo e investigacion ha sido el tema central de numerosos proyectos de
investigacion estatales, publicaciones cientificas y patentes. Sin embargo, sélo
una pequefia parte de los nanosistemas investigados llegan a alcanzar la fase

clinica y son posteriormente comercializados (Sarker and Workman, 2007).

Recientemente, la FDA ha aprobado algunos de estas nanomedicinas para su
uso en la terapia contra el cdncer (Duncan and Gaspar, 2011). De ellas, la mayoria
corresponden a formulaciones lipidicas y liposémicas, asi como sistemas

nanoparticulados y poliméricos.

- Entre los sistemas lipidicos ya aprobados por la FDA destacan:
Doxil®/Caelyx® y Myocet®, vehiculos lipidicos de doxorrubicina con
aplicacion en varios tipos de cancer, principalmente el cancer de mama;
Depocyt®, vesiculas liposémicas que contienen citarabina también
aplicadas en diferentes tipos de cancer; Daunoxome®, aplicado en el

sarcoma de Kaposi asociado al VIH y que vehiculiza la daunorubicina.

- Entre los sistemas poliméricos destacan combinaciones polimero-
proteina como: el Zinostatin®, aplicado en carcinoma hepatocelular
basado en un copolimero de estireno y dacido maleico para la
vehiculizaciéon del neocarzinostatin; Oncaspar®, un conjugado de L-
asparaginasa pegilada usado en el tratamiento de leucemia linfocitica

aguda.

- Entre los sistemas nanoparticulados aprobados por la FDA se
encuentran: Zevalin®, BEXXAR® y Mylotarg®, conjugados basados en
anticuerpos monoclonales para la terapia de diferentes tipos de cancer; el

recién comercializado Abraxane®, nanoparticulas de albtmina que
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permiten la vehiculizacién de paclitaxel para el tratamiento de cédncer de

mama.

Ademas de esta serie de nanofdrmacos que tienen aplicacion en la terapia
anticancerosa, existen otros muchos aprobados por la FDA que se emplean en
enfermedades como diabetes, artritis reumatoide o infecciones fangicas, asi como
herramientas para el diagnéstico por imagen. Existe una gran cantidad de nuevas
formulaciones atin en estudios clinicos que se espera den buenos resultados y
puedan ser también aprobados por la FDA para su uso en diferentes terapias

(Duncan and Gaspar, 2011).

2. SISTEMAS POLIMERICOS DE LIBERACION CONTROLADA

La mejora de la eficacia de los actuales tratamientos farmacol6gicos es una de
las 4reas en las que mas se ha centrado la nanomedicina. El objetivo de la
aplicacion de las herramientas nanotecnolégicas es desarrollar agentes
terapéuticos de tamafio nanométrico que permitan conseguir la administracién
localizada del farmaco de forma maés especifica en su diana farmacoldgica, para
aumentar la efectividad del tratamiento y disminuir la aparicién de posibles

efectos adversos (Leucuta, 2012).

La actividad de un compuesto farmacéutico por si misma no es suficiente
para asegurar una correcta terapia, sino que va a depender en gran medida de su
forma de dosificaciéon. Es necesario que el principio activo llegue a su diana
terapéutica con una determinada concentracién, y que esta concentracién se
mantenga durante un periodo de tiempo adecuado para llevar a cabo la terapia

con éxito.

El problema que presentan los sistemas convencionales de administracién de
medicamentos es el pobre control de las concentraciones de dichas sustancias, lo
que provoca que se alternen periodos de toxicidad, si la concentracién supera la

maxima tolerable (CMT), y de ineficacia, en el caso de no alcanzar la
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concentracion minima eficaz (CME) (Figura 5) (Freiberg and Zhu, 2004). Sin
embargo, la administracion de fadrmacos mediante sistemas de liberacion
controlada permite mantener durante tiempos controlados y prolongados la

concentracién del principio activo dentro del nivel 6ptimo sin llegar a alcanzar

niveles toxicos e ineficaces (Figura 5).

FARMACO . -
INCORPORADO I I TOXICIDAD

PR . M‘ﬁ\q__/’/m\ EFIcAciA

P v Y4 N INEFICACIA
1 V2 Y,

TIEMPO

Figura 5. Comparacion de un sistema de liberacién controlada (linea azul
continua) con un tratamiento convencional de cuatro dosis sucesivas (linea
discontinua).

Con el objetivo de conseguir estas mejoras terapéuticas, la nanotecnologia ha
desarrollado una serie de “nanovehiculos” o “nanofarmacos” poliméricos que
incrementan la biodisponibilidad del principio activo, permitiendo la
administracién de dosis mds bajas y minimizando la aparicion de efectos
adversos habituales en la terapia convencional, con el fin dltimo de mejorar la
calidad de vida del paciente (Vizirianakis, 2011). Ademads, permiten controlar los
pardmetros farmacocinéticos y prolongar la vida media del farmaco en el

organismo, ya que lo protegen de la degradacién posterior a su administracion

(Kim et al., 2009).
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Aunque en un principio los primeros dispositivos de liberaciéon controlada se

diseflaron para mantener perfiles constantes de liberacién, actualmente la

investigacion estd més centrada en su vectorizacion o direccionalizacién hacia

tejidos o células diana. Para ello, se han disefiado una gran variedad de sistemas,

desde implantes, geles, capsulas o sistemas micro y nanoparticulados (Allen and

Cullis, 2004).

De todos ellos, los sistemas nanoparticulados han recibido especial atencion

en las ultimas décadas. Las mnanoparticulas son particulas de tamafo

comprendido entre los 10-1000 nm, aunque generalmente la nanomedicina se

centra en particulas de tamafio inferior a 200 nm. Su gran utilidad se debe en

parte a sus caracteristicas:

Por un lado, presentan una superficie funcional importante en relacién al
tamafio de particula. A esta superficie se pueden unir o adsorber otros
compuestos, como farmacos o proteinas, dotando a las nanoparticulas de
una gran versatilidad y permitiendo dirigir la acciéon de las nanoparticulas
hacia dianas especificas tras la administracién subcutdnea o intravenosa
(Allen and Cullis, 2004). Ademas, presentan mayor superficie reactiva que

el resto de sus analogos de mayor tamafio.

Por otro lado, permiten la encapsulacion, la unién covalente o la adsorcion
de los agentes terapéuticos y diagndsticos. De esta forma, se pueden
superar limitaciones inherentes a las caracteristicas quimicas de estos
agentes, como es la solubilidad, permitiendo atravesar barreras biolégicas,
como son la placenta o la barrera hematoencefalica cerebral (Borm and

Kreyling, 2004).

Dentro de los sistemas poliméricos nanoparticulados aplicados a la liberacién

controlada de farmacos se pueden encontrar diversas formulaciones (Figura 6):

Micelas: son agregados de moléculas anfifilicas que, en disolucién acuosa

y en presencia de surfactantes, forman vesiculas esféricas en las que se
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pueden encapsular farmacos hidréfobos, facilitando asi su vehiculizaciéon

(Rangel-Yagui et al., 2005).

‘;,)EQ

Figura 6. Ejemplos de estructuras de diferentes sistemas
nanoparticulados: micelas (A-C), liposomas (D), nanoparticulas sélidas
(E,F) y dendrimeros (G) (Husseini and Pitt, 2008).

Liposomas: son nanoestructuras vesiculares formadas por una bicapa
lipidica compuesta por colesterol y fosfolipidos, que forman un
compartimento hidrofilico en su interior donde pueden encapsularse
farmacos solubles en agua (Huang, 2008). Recientemente se han
aprobado nuevas formulaciones basadas en este tipo de sistemas

nanoparticulados (Duncan and Gaspar, 2011).

Nanoparticulas s6lidas: las nanoparticulas sélidas se caracterizan porque
no necesariamente presentan una forma esférica, sino que pueden
presentar formas angulares o irregulares (Husseini and Pitt, 2008). En
funcién de como se encuentre el farmaco distribuido en la nanoparticula,
se distinguen dos formas de nanoparticulas: nanoesferas, si el farmaco se
dispersa por todo el sistema matricial, y nanocapsulas, si el farmaco se
aloja en una cavidad y esta rodeado por una estructura polimérica (Sahoo

and Labhasetwar, 2003).
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- Nanoemulsiones: son formulaciones compuestas por una mezcla de dos
fases liquidas inmiscibles, formando pequefias vesiculas, y cuya
estabilidad se mantiene gracias al uso de un surfactante. Generalmente,
se preparan nanoemulsiones en las que la fase continua es la fase acuosa

y el farmaco forma parte de la fase dispersa (Husseini and Pitt, 2008).

- Dendrimeros: son macromoléculas tridimensionales con forma
ramificada en las cuales existe una molécula central de la que parten
numerosas ramificaciones. Las ramificaciones sufren impedimento
estérico y dotan al dendrimero de una cierta forma esférica. Presentan
numerosas ventajas como su estructura versatil y bien definida , lo que
les dota de gran capacidad de funcionalizacién (Haley and Frenkel,

2008).

Las caracteristicas que presentan estos sistemas nanoparticulados les
convierten en unas de las herramientas mas prometedoras en nanomedicina,
especialmente por las posibilidades que ofrecen en el tratamiento y deteccién de

determinadas enfermedades, como es el caso del cancer.

2.1 Aplicacion de las nanoparticulas en cancer

Uno de los principales objetivos de la nanotecnologia aplicada a la terapia del
cancer es superar las limitaciones que presentan los tratamientos farmacolégicos
actuales, que en numerosos casos son las responsables del fracaso de la terapia. El
desarrollo de mecanismos de multirresistencia a farmacos en las células
tumorales asi como la falta de especificidad de los mismos para que tnicamente
actten sobre el tejido dafiado conlleva a establecer regimenes de administracion
con elevadas dosis repetidas que tienen como resultado la apariciéon de efectos

secundarios indeseables para el paciente (Kawasaki and Player, 2005).

Por ello, la aplicaciéon de las nanoparticulas en el tratamiento del céncer

permite superar muchas limitaciones como éstas, ofreciendo la posibilidad de
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disefiar un tratamiento mas selectivo que se traduce en la mejora de la calidad de
vida del paciente. Como sistemas de liberacion controlada de farmacos
antineopldsicos, las nanoparticulas ofrecen las siguientes ventajas frente a los

tratamientos convencionales (Farokhzad and Langer, 2009):

- Permiten una liberaciéon sostenida del farmaco antitumoral a lo largo del
tiempo, disminuyendo la posibilidad de alcanzar concentraciones
plasmaéticas toxicas o ineficaces del farmaco. Con ello, se mejora el control
de los parametros farmacocinéticos, permitiendo administrar el farmaco
a dosis menores y reduciendo la posibilidad de desarrollar efectos

adversos derivados de la toxicidad del farmaco.

- Aprovechan las caracteristicas fisiologicas de los tumores solidos
(vectorizacion pasiva) para conseguir una mayor especificidad del

tratamiento.

- Pueden ser funcionalizadas con diferentes moléculas o ligandos que sean
mas selectivamente reconocibles por las células tumorales (vectorizaciéon
activa). De esta forma, las células sanas se veran menos afectadas, con lo

que también se reducen los efectos adversos.

- Encapsulan el farmaco protegiéndolo de su degradaciéon enzimatica y
permiten su liberacion en el citoplasma celular, incrementando su

biodisponibilidad.

- Permiten la vehiculizaciéon de fdrmacos que presentan problemas de
solubilidad que limitan su administracién, como es el caso de numerosos
antineoplésicos que son muy poco solubles en agua. De esta forma, se

pueden desarrollar nuevas vias de administraciéon de los mismos.

De todas estas importantes ventajas, la vectorizacién pasiva y activa de las

nanoparticulas marca la mayor diferencia respecto a los tratamientos
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convencionales, y se ha convertido en el pilar fundamental para el disefio de
nuevos farmacos antineoplasicos. La razén principal es que permiten aprovechar
una serie de caracteristicas solo presentes en los tejidos cancerosos, lo que hace
que el tratamiento pueda ser mucho mas selectivo y localizado, reduciendo la

aparicion de efectos indeseados y mejorando la eficacia terapéutica.

211 Vectorizacién pasiva de las nanoparticulas

Este mecanismo se ha empleado con mayor frecuencia en el disefio de nuevos
tratamientos antineoplasicos mds selectivos, ya que se basa tnicamente en
aprovechar las caracteristicas anatémicas y fisiologicas que ofrecen los tumores

solidos.

Como ha sido descrito con anterioridad, los tumores s6lidos presentan unas
caracteristicas que no son propias de los tejidos sanos y que pueden ser
aprovechadas para hacer llegar el farmaco de forma selectiva y localizada,
evitando la afectacion de las células sanas. Las mas importantes son el efecto de

retenciéon aumentada (EPR) y la acidosis extracelular.

El EPR en los tumores se produce como consecuencia de la combinacién de
una débil vasculatura fenestrada y un pobre o inexistente drenaje linfatico en las
masas tumorales sélidas. Por ello, las particulas de tamafio nanométrico son
capaces de llegar al tumor por difusion pasiva, a través de los huecos o fenestras
de la neovasculatura, y permanecer alli durante un periodo de tiempo mayor
(Figura 7). Esto se traduce en tiempos de circulaciéon sanguinea mas largos y una
mayor posibilidad de llegar al tejido afectado (Maeda et al., 2000), consiguiendo
alcanzar concentraciones de farmaco entre 10 y 50 veces més altas en células

tumorales y reduciendo la toxicidad en tejidos sanos.

Los requisitos ideales que deberian cumplir las nanoparticulas para
conseguir la mayor direccionalizacién al tumor aprovechando este efecto son: 1)
tamafio comprendido entre 10 y 100 nm; 2) carga neutra o aniénica para prevenir

la excrecién renal; y 3) habilidad de evitar la opsonizacion y fagocitosis a través
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del sistema reticulo endotelial, lo que las destruiria al ser reconocidas como
material extrafio (Danhier et al., 2010). Existen estrategias que permiten evitar el
reconocimiento del sistema nanoparticulado por los macréfagos, como son la
funcionalizacién de la superficie de la nanoparticula con albtimina sérica humana

(HSA) o con polietilenglicol (PEG) (Yokoe et al., 2008).

Célula tumoral
Célula endotelial vascular de tejido sano
Célula endotelial vascular de tejido tumoral

Gldbulos rojos y nutrientes
Nanoparticula no vectorizada (V. pasiva)

Nanoparticula vectorizada (V. activa)

fo>coe HE®

Receptor especifico de célula tumoral

Figura 7. Representacion esquematica de la vectorizacion pasiva y activa de
las nanoparticulas hacia un tejido tumoral

Otra de las caracteristicas del microambiente celular tumoral es la acidosis
extracelular que se produce como consecuencia del metabolismo anaerébico por
la falta de oxigenacién en el centro de los tumores sélidos. Mientras en los tejidos
sanos se alcanzan valores de pH en torno a 7,4, en la region extracelular de los
tumores el pH puede alcanzar valores cercanos a 6 (Cardone et al., 2005;

Danquah et al., 2011). Esta caracteristica puede aprovecharse para el disefio de
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sistemas de liberacion controlada pH-dependiente que solo liberan el farmaco

antineoplasico al penetrar en este microambiente dcido (Chen et al., 2013).

2.1.2 Vectorizacion activa de las nanoparticulas

La mayor parte de los sistemas poliméricos nanoparticulados que han
llegado a emplearse en la practica clinica han sido disefiados para llegar al tumor
aprovechando sus caracteristicas fisiolégicas, es decir, mediante vectorizacién
pasiva. Sin embargo, presentan atn ciertas limitaciones en cuanto al grado de
especificidad que pueden ofrecer en el tratamiento tumoral. Con el objetivo de

superar estas limitaciones surge la vectorizacién activa de las nanoparticulas.

La vectorizacién activa implica la unién de una molécula o ligando que es
selectivamente reconocido por las células tumorales, permitiendo la entrada del
sistema que vehiculiza el farmaco en el interior de las células cancerosas de forma
que su accion sera ejercida especificamente en el tejido afectado. Generalmente,
se basa en mecanismos de reconocimiento molecular entre receptores que se
encuentran sobre-expresados en las células tumorales y su ligando especifico,
que es la molécula que se selecciona para vectorizar los sistemas (Figura 7)

(Brigger et al., 2002).

Para el disefio de estos sistemas vectorizados, se tienen que tener en cuenta
los siguientes factores para crear sistemas de liberacion de farmacos lo mas
eficaces posible: 1) el antigeno o receptor deberia ser expresado exclusivamente o
en gran cantidad en células tumorales y no en células sanas; 2) su expresion en
células cancerosas debe ser lo mdas homogénea posible; 3) el antigeno de
superficie debe ser estable en circulacion sanguinea, de forma que tnicamente se
produzca la interaccién del ligando con su receptor en la regién tumoral concreta

(Misra et al., 2010).

Dependiendo del tipo de interaccién ligando-receptor, la tasa de
internalizacion celular puede variar, y es importante tener en cuenta este factor

ya que la acumulaciéon del sistema nanoparticulado en el tumor va a depender
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principalmente de esta interacciéon. Generalmente, se prefiere seleccionar
ligandos implicados en procesos celulares de endocitosis mediada por receptor,
ya que permiten emplear gradientes de concentracion plasmatica més bajos que

en el caso de la endocitosis simple.

Debido a los recientes descubrimientos sobre los mecanismos moleculares
que estan implicados en el desarrollo tumoral, la vectorizacién activa de los
sistemas nanoparticulados para la liberaciéon controlada y selectiva de farmacos
ha centrado la investigacion de los dltimos afios con el objetivo de mejorar el
tratamiento farmacolégico del cancer, existiendo muchos sistemas en desarrollo

clinico que han mostrado resultados muy esperanzadores (Duncan and Gaspar,

2011).

Entre los diferentes ligandos existentes para conseguir la vectorizacién activa
de las nanoparticulas, los siguientes se han convertido en las moléculas més
frecuentemente seleccionadas para conseguir una direccionalizacion activa de
farmacos antitumorales: aptameros, familia de factores de crecimiento
epidérmico humano, transferrina, acido félico, y péptidos y proteinas que se

unen a integrinas (Blanco et al., 2012).

- Aptameros

Los aptameros son oligonucleétidos de cadena sencilla (ADN y ARN), cuya
estructura comprende entre 20 y 80 oligonucleétidos, que gracias a su
plegamiento tridimensional por diferentes interacciones intramoleculares son

reconocidos por determinadas proteinas diana con elevada afinidad vy

especificidad (Cheng and Zhao, 2013).

Presentan numerosas ventajas como: 1) su estabilidad frente a cambios de
pH, temperatura y fuerza ibnica; 2) pueden ser sintetizados y procesados
quimicamente, incluso empleando disolventes organicos, sin perder su actividad;
3) presentan un tamafio mas pequefio que los fragmentos variables de cadena

sencilla de los anticuerpos, por lo que atraviesan mas facilmente los
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compartimentos biolégicos por permeabilidad y llegan al tejido tumoral; y 4) su
versatilidad estructural permite realizar modificaciones quimicas para conseguir
su unién a los sistemas nanoparticulados sin perder su actividad biol6gica
(Bouchard et al., 2010; Famulok et al., 2007). Sin embargo, debido a su pequefio
tamafio, también presentan aclaramientos renales altos, con lo que sus tiempos de
permanencia plasmética no son muy elevados. No obstante, existen
modificaciones que permiten hacer frente a esta desventaja, como la unién de

moléculas de colesterol o polietilenglicol (PEG) (Hicke et al., 2006).

Por ello, los aptameros se han empleado activamente en la vectorizacion de
sistemas que permiten estudiar diferentes vias de internalizacién celular o ser
empleados como sistemas de liberacion controlada de farmacos antineoplasicos.
Entre algunos de los aptameros empleados recientemente en sistemas de
liberacién nanoparticulados dirigidos se encuentran: el antigeno especifico de la
membrana prostatica (PSMA), sobreexpresado en cancer de préstata (Farokhzad
et al, 2006); el aptamero AS1411 frente a la proteina nucleolina, altamente
expresada en la membrana de las células tumorales (Guo et al, 2011) o el
aptamero Sgc8c, que reconoce células leucémicas por su interacciéon con la

proteina tirosin-quinasa 7 (Taghdisi et al., 2011).

- Familia de factores de crecimiento epidérmico humano

Los factores de crecimiento epidérmico humano son un grupo de moléculas
directamente implicadas en procesos de crecimiento y proliferacion celular
mediante su reconocimiento e interacciéon con la familia de receptores de factor

de crecimiento epidérmico humano (HER) (Laskin and Sandler, 2004).

Esta familia de receptores estd formada por cuatro grupos de receptores
(EGFR o HER1, HER-2/neu, HER3 y HER4), y todos ellos tienen en comdn un
dominio intracelular con actividad tirosina-quinasa intrinseca que desencadena
diferentes cascadas de sefalizaciéon que estimulan o inhiben la proliferacion

celular, cuya regulacion se ve afectada en el desarrollo tumoral.
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Por ello, se han convertido también en posibles dianas farmacolégicas para el
tratamiento de los procesos tumorales (Desai et al., 2013). Algunos de estos
tratamientos se encuentran en ya en fase de desarrollo clinico, como es el caso del
Herceptin® (transtuzumab), un anticuerpo monoclonal anti-HER2 aprobado en

1998 por la FDA para el tratamiento de cancer de mama metastatico (Vrbic et al.,

2013).

- Transferrina

La transferrina es la cuarta glicoproteina sérica mas abundante con capacidad
de fijar hierro. Se sintetiza principalmente en el higado y se secreta a plasma con
la funcién principal de fijar hierro endégeno y transportarlo hacia las células. El
hierro acttia como co-factor en la sintesis de ADN en las células proliferantes, con
lo que en caso de las células tumorales, su demanda se verd incrementada.
Consecuentemente, el receptor de transferrina (CD71) se encuentra en sobre-
expresado en numerosos tipos de cancer, convirtiéndose en diana farmacolégica,
y permitiendo emplear la transferrina como ligando para vectorizar los sistemas

de liberacién controlada de farmacos antineoplasicos (Wilner et al., 2012).

Tumores como el cerebral, de mama, préstata o células escamosas han
mostrado la expresion de este receptor de forma significativamente superior a las
células de tejidos sanos. Algunos farmacos como el paclitaxel o la doxorrubicina
se han conseguido vectorizar frente a células cancerosas empleando la
transferrina como ligando adherido a la superficie de las nanoparticulas (Gaspar

et al,, 2012; Zhang et al., 2012).
- Acido félico

El 4acido félico o vitamina By es una vitamina hidrosoluble de la familia de la
vitamina B, de pequefio peso molecular, que tiene un papel fundamental en la
sintesis de acidos nucleicos (Figura 8). Concretamente, es su forma reducida, el
acido tetrahidrofélico, el que acttia como co-factor en las reacciones de

transferencia de grupos con un d4tomo de carbono para la biosintesis de bases
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puricas y pirimidinicas. Por tanto, juega un papel muy importante en procesos de

proliferacion y supervivencia celular (Hilgenbrink and Low, 2005).

0 COOH
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M
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Figura 8. Estructura quimica del acido félico.

El acido félico penetra en las células mediante dos proteinas de membrana: el
transportador y el receptor de acido félico. Ambos se expresan tanto en células
sanas como en células tumorales; sin embargo, los requerimientos de acido félico
de las células sanas quedan cubiertos generalmente con el papel que realiza el
transportador, mientras que éste es insuficiente para cubrir las necesidades de las
células tumorales. Consecuentemente, el receptor de acido félico, que media la
captacion de la vitamina por endocitosis, se encuentra sobre-expresado en este
tipo de células (Lu and Low, 2002). Esto convierte a este receptor en posible diana

terapéutica para la direccionalizacién de farmacos anticancerosos.

De las diferentes isoformas que presenta este receptor (a, 3, y/Y'), FRaq es la
isoforma que se presenta sobre-expresada de forma significativa en el 40% de los
tipos de céncer, como el de tutero, ovarico, renal, de pulmoén, de cabeza y cuello o
el de mama; la isoforma FRp se expresa principalmente en macroéfacos activados y
células hematopoyéticas de origen maligno. Sobre las isoformas FR y/y' y su
papel en tejidos humanos no se conoce mucho, aunque se piensa pueden estar

relacionadas con la regulacién de linfocitos T (Low and Kularatne, 2009). Todas
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ellas, y principalmente FRq y FRg, presentan elevada afinidad por el 4cido félico y

sus derivados.

El empleo del 4cido félico como ligando para la funcionalizaciéon de sistemas
de liberacién controlada de antineoplasicos ofrece algunas ventajas frente al uso
de anticuerpos monoclonales para la vectorizacién. Entre ellas, su econémico
precio, estabilidad, inexistente toxicidad e inmunogenicidad, y elevada afinidad

por sus receptores (Low and Antony, 2004).

Estas ventajas frente a otras formas de vectorizacién le han convertido en una
de las moléculas mas empleadas para el diseno de sistemas de liberacion
controlada de farmacos empleados en el tratamiento de los cénceres
anteriormente citados, como la doxorrubicina (Shmeeda et al., 2006), el

tamoxifeno o el 5-fluoruracilo (Blanco et al., 2011; Blanco et al., 2010).

Ademas, también ha sido empleado como marcador de sistemas que se
emplean como nuevas herramientas en diagnéstico por imagen de tumores,
mostrando muy buenos resultados y permitiendo obtener mas informacién sobre
mecanismos moleculares que median el desarrollo de esta enfermedad (Yang et

al., 2010).

- Péptidos v proteinas que se unen a integrinas

Las integrinas son una familia de receptores glicoproteicos que participan
mayoritariamente en la unién de las células con la matriz extracelular, y también
en la union célula-célula. Presentan dos subunidades, una a y otra (3, de las

cuales se han detectado diferentes tipos.

Estos receptores se encuentran presentes en bajas concentraciones en las
células endoteliales de los vasos sanguineos de tejidos sanos, mientras que
aparecen sobre-expresados en el caso de los tejidos tumorales (Brannon-Peppas
and Blanchette, 2004). Concretamente, las integrinas avf33 y avps se han asociado

con procesos reguladores del desarrollo de la angiogénesis y, en el caso de la
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avPs, con la posterior migracion celular para invadir nuevos tejidos (Nisato et al.,

2003).

Recientemente, se han disefiado péptidos y anticuerpos capaces de bloquear
la acciéon de estas integrinas en la formacién de la neovasculatura para la
vectorizacion de sistemas antineoplasicos. Entre ellos, el péptido RGD ha
demostrado buenos resultados en la vectorizacion de farmacos como

doxorrubicina (Garg et al., 2009) o paclitaxel (Jiang et al., 2011).

3. BIOMATERIALES

El desarrollo de la nanotecnologia y su aplicacién en las ciencias biomédicas
ha tenido como consecuencia una gran evolucién en el campo de investigacion
sobre los biomateriales a lo largo del siglo XX, y sobre todo la pasada década, con

el objetivo de obtener materiales adecuados para su uso en nanomedicina.

El concepto de biomaterial fue definido por primera vez en 1987 por la
Sociedad Europea de Biomateriales (Ratner and Bryant, 2004), la cual estableci6
una definicion amplia y genérica de los mismos como “materiales inertes
empleados en dispositivos médicos pensados para interaccionar con sistemas

biolégicos”.

Afos més tarde se plante6 una revision mas especifica del concepto. Los
biomateriales fueron definidos en 1999 como sustancias capaces de interaccionar
con los sistemas biol6gicos para evaluar, tratar, aumentar o reemplazar cualquier
funcién, tejido u 6rgano del cuerpo (Williams, 2009). Esta definicién ha sido

aceptada de forma general en los Gltimos afios por la mayoria de autores.

Sin embargo, y como consecuencia del empleo de estos materiales en campos
muy diversos que abarcan desde la regeneracion de tejidos hasta la terapia génica
y farmacolégica, algunos autores defienden una nueva re-definicién del término

biomaterial proponiendo la siguiente: “un biomaterial es toda sustancia que ha
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sido disefiada para ser usada, bien sola o formando parte de un sistema, para
dirigir y seguir el curso de cualquier proceso diagndstico o terapéutico mediante
interaccién con componentes de los sistemas vivos, ya sean humanos o

animales” (Williams, 2009).

Los biomateriales deben cumplir una serie de requisitos especificos, ya sean
de naturaleza fisico-quimica, mecénica o biolégica, dependiendo de su aplicaciéon
en el organismo. Sin embargo, el disefio de biomateriales debe contemplar una
caracteristica fundamental que deben cumplir los mismos, independientemente

de la funcionalidad, que es su biocompatibilidad.

Debido a la compleja organizacién del cuerpo humano, cualquier sustancia
que sea introducida en él, ya sea de origen natural o sintético, va a desencadenar
una respuesta inmunolégica que permitira la identificaciéon, el rechazo o la
admisiéon de la nueva sustancia introducida (Figura 9) (Chauvel-Lebret et al.,
1999). El concepto de biocompatibilidad se refiere al conjunto de interacciones,
entre el cuerpo extrafio introducido y el medio fisiologico, que determinan el
periodo necesario para su reconocimiento y la intensidad de estas reacciones para
llevar a cabo su asimilacién o rechazo, con el posterior restablecimiento del

equilibrio interno (Fournier et al., 2003).

Con el objetivo de que la respuesta inflamatoria sea leve y corta, los
materiales empleados en el desarrollo de sistemas de liberacion controlada deben
cumplir, en la medida de lo posible, este requisito de biocompatibilidad para

evitar el rechazo del organismo.

Dentro los biomateriales empleados en biomedicina, probablemente el grupo
que tiene un mayor protagonismo es el de los polimeros. Los biomateriales
poliméricos poseen multiples aplicaciones, desde la sustitucién y regeneracion
tisular hasta un uso terapéutico, como es el caso de la liberacién controlada de
farmacos, medicamentos poliméricos o polimeros terapéuticos (Kabanov, 2006;

Vicent and Duncan, 2006).
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INFLAMACION

CURACION —>

<—— AGUDA CRONICA——>

4L PMN
Fibroblastos

<— Fibrosis

INTENSIDAD

TIEMPO, DIAS

Figura 9. Respuesta inflamatoria del organismo humano ante la implantacién de
un dispositivo o cuerpo extrafio; PMN: leucocitos polimorfonucleares y MN:
leucocitos mononucleares.

3.1 Biomateriales poliméricos

Los polimeros empleados como biomateriales ofrecen una amplia gama de
propiedades en funcién de sus combinaciones estructurales y métodos
preparativos usados. Esto les convierte en materiales muy versatiles, y ofrece la
posibilidad de escoger el material mas adecuado para cada aplicacién y finalidad
perseguida en cada momento. Ademads, el desarrollo de nuevos materiales
poliméricos ha supuesto un papel fundamental para el avance de Ia
nanomedicina, permitiendo la obtenciéon de sistemas con propiedades

innovadoras para aplicaciones de importancia critica (Kim et al., 2009).

Aunque existen numerosos polimeros que cumplen el requisito de
biocompatibilidad, la tendencia actual es el empleo de polimeros que ademas
sean biodegradables; esto es, polimeros que, bien ellos mismos o sus

subproductos, sean eliminados a través de una via natural, después de haber
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concluido su funcién, ofreciendo la oportunidad de ser metabolizados y
eliminados por el organismo sin producir ningtin efecto téxico en estos procesos

(Nair and Laurencin, 2007).

Existen polimeros de origen natural y sintético que ofrecen estas
caracterfsticas, aunque generalmente se suelen emplear combinaciones de varios
polimeros ya que no suele ser posible encontrar un compuesto que retna todas

las propiedades ideales para una determinada aplicacion por si solo.

3.1.1 Biomateriales poliméricos de origen natural

El grupo de polimeros naturales engloba un elevado ntimero de compuestos
de diferente naturaleza que han sido y contindan siendo muy empleados en el
desarrollo de nuevos sistemas, gracias a que presentan numerosas ventajas

respecto a los materiales poliméricos de origen sintético. Entre ellas (George and

Abraham, 2006):

e Son materiales mas sencillos de obtener que los polimeros de origen
sintético, ya que muchos de ellos se obtienen de fuentes naturales, lo
que supone un menor coste econémico.

e Presentan estructuras con gran cantidad de grupos reactivos
susceptibles de sufrir modificaciones quimicas importantes,
dotdndolos de una gran versatilidad.

e Por su similitud con estructuras presentes en el medio biolégico, son
susceptibles de ser degradados enzimaticamente, acercdndose mas al
concepto de biocompatibilidad que deben cumplir los biomateriales y

siendo menos rechazados por el organismo.

Aunque dentro de los polimeros naturales existe una gran variedad de
estructuras, las proteinas y los polisacaridos constituyen dos de los grupos mas
importantes por las numerosas aplicaciones que presentan en el desarrollo de

nuevos sistemas poliméricos.
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- Polimeros naturales de naturaleza proteica

Los sistemas de composiciéon proteica son particularmente interesantes
debido a sus numerosas ventajas, como su gran estabilidad ex vivo e in vivo, baja

toxicidad e inmunogenicidad, y facil manejo a escala industrial (Langer et al.,

2003).

La albtmina es la proteina plasmética mas abundante en el ser humano (35-
50g/L suero). Su estructura primaria se caracteriza por un bajo contenido en
triptéfano y metionina, y un elevado contenido en cisteina y aminoacidos con
carga (acido glutamico y aspdrtico, lisina y arginina). La presencia de glicina e
isoleucina es menor que el promedio de otras proteinas. La carga total elevada le
proporciona una buena solubilidad en medio acuoso, y los 17 puentes disulfuro
intracatenarios que se forman entre los restos de cisteina de la molécula
contribuyen a su elevada estabilidad. Ademads de las cisteinas que se encuentran
formando parte de los puentes disulfuro, la albimina presenta un residuo de
cisteina libre, caracteristica que no esta presente en el resto de proteinas

extracelulares (Peters, 1985).

En cuanto a la estructura secundaria de la proteina se diferencian dos
conformaciones diferentes: aproximadamente un 55% de la proteina se encuentra
en forma de a-hélice, mientras que un 16% se encuentra en forma de lamina p.
Sin embargo, estos porcentajes varian en funciéon del pH al que se encuentre la
proteina ya que es sensible a este factor, produciéndose cambios

conformacionales que alteran su forma en el espacio (Carter and Ho, 1994).

Como la mayoria de las proteinas plasmaticas, la albamina se sintetiza en el
higado. A ella se unen numerosos compuestos para ser transportados en el
organismo: acidos grasos de cadena larga, bilirrubina, farmacos y metales.
Ademas es la proteina responsable de la presién osmoética en la sangre y es una

fuente importante de aminoacidos para el tejido periférico cuando es degradada.
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La albiimina presenta otras caracteristicas que hacen que sea fundamental en
el campo de los biomateriales. Es biodegradable, no téxica, no inmunogénica,
metabolizada in vivo sin producir productos tdxicos, estable en un intervalo
amplio de pH, facil de purificar y soluble en agua (Kratz et al., 1997; Rahimnejad
et al.,, 2006). Ademads, presenta numerosos sitios de unioén en su estructura que
permiten la incorporacién de cantidades significativas de fadrmacos a su matriz
polimérica (Patil, 2003). Asi mismo, ofrece la posibilidad de interaccionar de
forma electrostatica con otras moléculas idnicas por el elevado contenido de
aminoécidos cargados en su estructura, sin necesidad de emplear moléculas
adicionales, permitiendo llevar a cabo también diferentes procedimientos de

sintesis y preparacion de nanosistemas (Weber et al., 2000).

Estas caracteristicas, asi como los grandes requerimientos de albtimina que
tienen los tumores y los tejidos inflamados, la convierten en una candidata

perfecta para su uso en sistemas de liberacién de farmacos (Kratz, 2008).

En el mercado se pueden encontrar diferentes tipos de albimina en funcién
de su fuente de obtencion. Asi, se obtiene albumina a partir de la clara de huevo
(ovoalbtimina), suero bovino (albtimina sérica bovina, BSA) o suero humano
(albamina sérica humana, HSA). Todas ellas ofrecen numerosas posibilidades en
cuanto a la obtencion de diferentes nanosistemas preparados mediante diferentes

técnicas (Elzoghby et al., 2012).

El colageno es la proteina con funcién mecanica y estructural de mayor
relevancia en el organismo humano. Se encuentra formando fibras que
proporcionan resistencia a la traccién en diferentes tejidos como cartilagos,
tendones, huesos, piel, vasos sanguineos o musculos, donde juega un papel clave
para el correcto funcionamiento de los mismos aportando flexibilidad y
resistencia a la fractura. Presenta estructura de triple hélice y se han aislado hasta
28 tipos de colagenos diferentes en funcién de su secuencia polipeptidica

(Puxkandl et al., 2002).
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Debido a la importancia funcional que ejerce esta proteina en el organismo, el
coldgeno ha sido la molécula de elecciéon para el trabajo en el campo de
regeneracion tisular, donde se ha empleado bien solo o junto a otros compuestos
para el desarrollo de plataformas o “andamios” (scaffolds) sobre los que
promover el crecimiento de células procedentes de diferentes tejidos, como el
6seo o epitelial (Abou Neel et al., 2013). Asi mismo, estas plataformas se han
empleado en la modelizacién in vitro de tumores con el objetivo de disefiar
nuevas técnicas que supongan un paso intermedio entre los cultivos celulares
bidimensionales y la experimentacién con modelos tumorales en animales (Chen

et al., 2012).

Las caseinas son un grupo de proteinas que constituyen aproximadamente el
80% del total de proteinas de la leche. Son proteinas fosfatadas que entran dentro
de la definicién de globulinas. Se distinguen cuatro tipos de caseinas: caseina a,
caseina P y caseina k que se diferencian en su peso molecular y en la cantidad de
grupos fosfatos unidos. Presentan entre 19 y 25 kDa de peso molecular y su
punto isoeléctrico se encuentra entre 4,6 y 4,8. Todas ellas presentan estructuras

anfifilicas bien definidas.

La importancia de estas proteinas radica en que se organiza formando
micelas, lo que les permite solubilizar determinados compuestos de naturaleza
hidrofébica, en su gran capacidad de captar agua, elevada afinidad por
moléculas pequenas e iones, y propiedades emulgentes. Ademads, tienen la
caracteristica de que pueden formar geles con hinchamiento dependiente del pH
del medio. Todo ello convierte a las caseinas en candidatas perfectas a ser
empleadas como polimeros para el disefio de sistemas aplicados en

nanomedicina (Elzoghby et al., 2011).

- Polimeros naturales de naturaleza polisacaridica

Los polisacaridos son los polimeros de los monosacaridos. Se obtienen a
partir de fuentes naturales con diversos origenes: desde algas (alginato), plantas

(pectina y goma guar) y microorganismos (dextrano y goma xantan), hasta
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fuentes animales (quitosano o condroitina) (Sinha and Kumria, 2001). Presentan
gran variabilidad en cuanto a pesos moleculares y composicién quimica, lo que

contribuye a su diversidad en estructura y propiedades.

Los polisacéridos son compuestos muy estables, no téxicos, hidrofilicos y
biodegradables. Al poder ser obtenidos a partir de fuentes naturales su precio es
bastante asequible. La presencia de muchos grupos reactivos como grupos
carboxilos, hidroxilos y amino permite que reaccionen estableciendo enlaces no
covalentes con tejidos organicos (epitelios 0 mucosa) a través de un mecanismo
de bioadhesion, siendo susceptibles de ser modificados estructuralmente, lo que

les proporciona una enorme versatilidad (Lee et al., 2000).

Muchas de estas caracteristicas no son facilmente reproducibles por los
polimeros sintéticos, por lo que los polisacaridos se han convertido en materia

prima ideal para formar parte de sistemas con aplicacion en nanomedicina.

El alginato es un polisacarido procedente de las paredes y espacios celulares
de las algas pardas marinas. Su estructura quimica se compone de unidades de
acido B-D-manurénico y de dcido a-L-gulurénico unidos mediante enlaces (1-4)
(Figura 10), que se combinan de diferentes formas dependiendo de su origen. Su
peso molecular va desde los 200 hasta los 500 kDa (Rehm, 2009). La secuencia de
los monosacédridos y la proporcion de los mismos es determinante en las

propiedades fisico-quimicas del alginato (Yang et al., 2011).

COOH

Figura 10. Estructura quimica del alginato
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Este polisacarido es biocompatible, no téxico, no inmunogénico y
biodegradable. Presenta un gran ntimero de grupos funcionales carboxilicos e
hidroxilicos susceptibles de ser modificados para mejorar sus propiedades en

funcién de su posible aplicacion, lo que le convierte en un polimero muy versatil.

Su facil funcionalizacién, elevado grado de mucoadhesion celular y
biodegradabilidad hacen que sea uno de los polisacaridos méas empleados en el
disefio de nanosistemas con aplicaciones médicas, desde sistemas de liberacion
controlada hasta “andamios” para el crecimiento celular (Barbosa et al., 2005;

Pandey and Ahmad, 2011).

El quitosano es un polisacdrido linear compuesto por unidades de
glucosamina y N-acetil-glucosamina unidas mediante enlaces -(1-4). Procede de
la hidrélisis basica de la quitina, polimero muy abundante en la pared celular de
los hongos y en los exoesqueletos de los invertebrados (Muzzarelli and
Muzzarelli, 2005). Existen diferentes tipos de quitosanos en funcién de su grado
de desacetilacién y peso molecular, que suelen estar entre un 60 y 100% y 3,8-20

kDa, respectivamente.

Este biopolimero se considera biodegradable y no téxico, y por ello presenta
numerosas aplicaciones, desde la industria textil hasta la farmacéutica y
biomédica (Guerrero et al.,, 2010). Es precisamente en estos ultimos sectores
donde su capacidad de ser degradado mediante enzimas, su caracter
policatiénico y su elevada bioadhesividad le han convertido en una herramienta
fundamental para el desarrollo de sistemas con aplicacion en nanomedicina

(Davidenko et al., 2009; Varum et al., 2008).

El acido hialurénico es un polisacarido, de la familia de los
glucosaminoglicanos, cuya estructura se compone de la repeticién de unidades
disacaridicas formadas por acido D-glucurénico y N-acetilglucosamina unidos
mediante enlaces (-(1-3) y p-(1-4) (Cafaggi et al., 2011). Su peso molecular puede

alcanzar hasta 10¢ kDa, y presenta numerosos grupos funcionales en su
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estructura que pueden ser modificados con el objetivo de conseguir unas
propiedades del material adecuadas para su correcta aplicacion (Burdick and

Prestwich, 2011).

Este polisacarido aniénico se encuentra ampliamente distribuido en la matriz
extracelular de los tejidos de los vertebrados, como en cartilago, piel y liquido
sinovial, y presenta propiedades viscoelasticas y reolégicas. Es biodegradable,
bioactivo, no inmunogénico y no citotéxico, e incluso estd implicado en diferentes
procesos celulares, tales como la angiogénesis y la inflamacién (Leach and

Schmidt, 2005; Oh et al., 2010).

Por sus propiedades, ha sido empleado como biomaterial en la regeneraciéon
de tejidos, y también en la industria cosmética, oftalmolégica y farmacolégica,

ofreciendo resultados muy esperanzadores (Kogan et al., 2007).

3.1.2 Biomateriales poliméricos de origen sintético

Con la intencién de disefiar un biomaterial adecuado para una aplicacion
especifica, la ingenieria de polimeros ha desarrollado numerosos compuestos de
origen sintético con propiedades adecuadas para su uso en nanomedicina, tales
como la biodegradabilidad y biocompatibilidad. Esta ingenieria facilita asi una
gran gama de compuestos con diferentes propiedades y caracteristicas,
permitiendo adecuar el material a los requisitos que exija su posible aplicacion

para conseguir una completa funcionalidad (Kumari et al., 2010).

Entre los polimeros sintéticos mas empleados en biomedicina destacan los
polimeros con grupos reactivos, como poliésteres alifaticos o dcidos poliaminicos,
y los polimeros sensibles a estimulos, como polimeros termosensibles, sensibles a

cambios de pH o fotosensibles (Tian et al., 2012).

El poli(4cido lactico) (PLA), el poli(acido glicélico) (PGA), sus copolimeros
(PLGA), y la poli(e-caprolactona) (PCL) son algunos de los polimeros més

representativos del grupo de poliésteres alifaticos. Se trata de polimeros
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termopldasticos con grupos ésteres hidroliticamente labiles en su estructura
principal. Se sintetizan por polimerizacion de los monémeros o por
policondensacion en funcién del polimero de partida (Nair and Laurencin, 2007).
Han recibido una especial atencién por su biocompatibilidad, biodegradabilidad
y no toxicidad, junto con la posibilidad de controlar su perfil de degradacién,
convirtiéndose en uno de los grupos poliméricos mdas empleados en

nanomedicina (Lou et al., 2003).

Otro gran grupo de polimeros sintéticos empleados en nanomedicina son los
“polimeros sensibles a estimulos”, o también denominados “polimeros
inteligentes”. Estos polimeros sufren un cambio de sus propiedades mediante
estimulos como la temperatura, el pH, la concentracién de electrolitos,
metabolitos, luz, campo eléctrico o magnético, produciendo una o varias
transiciones de fase caracteristica para cada tipo de sistema. En medicina, los
polimeros con respuesta a estimulos tienen que exhibir sus propiedades de
respuesta dentro de los margenes de las condiciones biolégicas (Schmaljohann,
2006). Estos polimeros inteligentes se han disefiado y aplicado en diferentes
campos de investigaciéon, como la liberacién controlada de farmacos, ingenieria

de tejidos o disefio de biosensores (Jeong and Gutowska, 2002).

4. PRINCIPALES METODOS DE PREPARACION DE SISTEMAS
POLIMERICOS NANOPARTICULADOS

Como consecuencia de los resultados esperanzadores que ofrece la aplicaciéon
de la nanotecnologia en las ciencias biomédicas, y mas concretamente, en el
desarrollo de nuevos tratamientos farmacolégicos basados en sistemas de
liberacién controlada de farmacos, la investigaciéon sobre las técnicas de

preparacion de estos sistemas ha sufrido un gran desarrollo.

El mayor conocimiento en la quimica de polimeros ha permitido el desarrollo
de diferentes formas de preparaciéon de nanoparticulas poliméricas que ofrecen

diferentes posibilidades en funciéon de la aplicacién deseada de los sistemas y de
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la naturaleza de los polimeros que van a formar parte de su composicion
(Braunecker and Matyjaszewski, 2007). A continuacién se detallan algunos de los
métodos mads representativos que se han empleado para la preparacién de

nanosistemas poliméricos.

4.1 Preparacién de nanoparticulas mediante emulsion

La formacién de nanoparticulas a partir de un sistema previamente
emulsionado ha sido uno de los métodos mas empleados para la obtenciéon de
estos sistemas. En todos los casos, se parte de dos fases inmisciscibles entre si y es
necesario el uso de un agente surfactante para estabilizar la emulsion. Son
procesos compuestos de dos etapas: en la primera etapa se produce la dispersion
de una fase en otra, y en la segunda etapa se produce la formacién de las
nanoparticulas, y es la que de verdad da el nombre al método. Son muy pocos los
casos en los que las nanoparticulas quedan formadas y estabilizadas en el primer

paso del proceso.

En cuanto a la primera etapa del procedimiento, existen diferentes formas de
llevar a cabo la formacién de la emulsién, es decir, la dispersiéon de una fase en la
otra. Existen métodos que emplean la temperatura de inversion de fases como
factor dispersante (Anton et al., 2008), pero la mayoria de ellos emplean procesos
mecénicos, tales como la agitacién intensa, que favorecen que ambas fases
queden mezcladas de forma homogénea (Storka et al., 2003). El tamafio de las
goticulas producidas en la emulsiéon dependera de pardmetros como la
intensidad o el tiempo de agitacion, y deben controlarse para obtener un tamafio
de particula lo mas homogéneo posible. Sin embargo, existen también métodos
de microfiltracion que permiten la seleccion de un intervalo de tamano de

particulas determinado (Geerken et al., 2007).

Una vez que la emulsion se ha formado y estabilizado por la presencia del
surfactante, se lleva a cabo la segunda etapa en la que se producird la formacién

de las nanoparticulas. Esta fase puede llevarse a cabo de diferentes formas:
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induciendo la precipitacion polimérica a través de la eliminacion del disolvente,

por gelacion de las goticulas o mediante polimerizacion in situ.
a) Precipitacién polimérica mediante la eliminacién del disolvente. Las
gotas poliméricas formadas en la emulsién se precipitan mediante la

retirada progresiva del disolvente a través de diferentes técnicas:

- Evaporacién del disolvente que compone la fase continua de

forma progresiva, con lo que las gotas poliméricas de la fase
dispersa iran precipitando a medida que el disolvente se evapora.
El disolvente debe ser volatil para favorecer su evaporacion a
temperaturas relativamente bajas, como el diclorometano o el

cloroformo (Anton et al., 2008).

- Difusién de disolvente o desplazamiento del disolvente mediante

la adicién de un volumen grande de fase acuosa tras la formacién
de las gotas de la emulsién, lo que provoca que el disolvente
contenido en estas gotas difunda hacia la fase acuosa, precipitando
la fraccion polimérica. Para ello, el disolvente debe ser
parcialmente soluble en agua, como alcohol bencilico o acetato de

etilo (Leroux et al., 1995).

- Efecto “Salting Out” o efecto salino que se produce al emplear una

elevada concentracién de sales en la fase acuosa. Los electrolitos
mas empleados en esta técnica son el cloruro de magnesio, el

cloruro célcico y acetato de magnesio (Ibrahim et al., 1992).

b) Gelacion de las gotas de la emulsién. Las gotas poliméricas formadas en
la emulsiéon se gelifican mediante diferentes técnicas en funcién del
polimero empleado en la composicién, que debe tener el requisito de
tener propiedades gelificantes. Existen polimeros, como la agarosa, que se

gelifican modificando la temperatura (Vauthier and Couvreur, 2000),
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mientras que otros como el alginato o la pectina se gelifican afiadiendo
una sal iénica y cambiando las condiciones del pH (Opanasopit et al.,

2008) (Figura 11).

c) Polimerizacion in situ: En esta técnica la emulsiéon se prepara con
unidades monoméricas en lugar de poliméricas, de forma que mediante
una reaccién de polimerizaciéon que se dispara con la adicién de un
iniciador comienzan a formarse unidades poliméricas, y con ellas, las

nanoparticulas (Weiss et al., 2007).

' Alginato + Encapsulante +
Sal de Calcio Insoluble

¥PH

Alginato  Ca®*

Encapsulante

Aceite + Surfactante

Figura 11. Esquema representativo de la formacion de nanoparticulas de
alginato por gelacién interna.

4.2 Preparacion de nanoparticulas mediante interacciones poliméricas

covalentes

Esta técnica de preparacion de nanoparticulas implica el establecimiento de
interacciones covalentes entre ambos polimeros que componen la nanoparticula.

Para ello, se emplean diferentes agentes entrecruzantes de distinta naturaleza,
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que son afiadidos durante el proceso de sintesis de los sistemas en unas
condiciones determinadas para que establezcan interacciones inter- e

intramoleculares, estabilizando asi la estructura de la nanoparticula.

Entre los primeros entrecruzantes que se emplearon, el glutaraldehido ha
sido uno de los més usados en esta técnica de produccién de nanoparticulas (Zhi
et al., 2005); sin embargo, la toxicidad que presenta este compuesto ha hecho que
sea necesario el empleo de otras moléculas mas biocompatibles como los acidos
di- y tricarboxilicos naturales (4cido succinico, mdlico, tartdrico y citrico), cuyos
grupos acidos se activan previamente mediante una reaccion mediada por una

carbodiimida para aumentar su reactividad (Bodnar et al., 2005).

El establecimiento de enlaces presentes de forma natural en muchas
macromoléculas, como es el caso de los enlaces disulfuro, es otra técnica para el
establecimiento de interacciones covalentes entre los polimeros de forma que las
nanoparticulas queden estabilizadas. La existencia de grupos tiol libres puede
ocurrir de forma original en las moléculas de partida, o bien por la introduccion
de los mismos mediante modificacion quimica de los reactivos originales.
Posteriormente, se lleva a cabo un proceso oxidativo que persigue la formacién
de enlaces disulfuro inter- e intramoleculares. Esta técnica de formacion de
nanoparticulas es relativamente sencilla e inocua, ya que con un simple cambio
de pH se puede favorecer la formacion de estos enlaces (Bernkop-Schnurch, 2005)

(Figura 12).

4.3 Preparacion de nanoparticulas mediante interacciones poliméricas

iOnicas

La obtencién de nanoparticulas mediante el establecimiento de interacciones
iénicas se incluye dentro de los métodos que no emplean disolventes orgénicos,
ya que todo el proceso de sintesis se lleva a cabo en medio acuoso. Esto presenta

una serie de ventajas, ya que la metodologia suele ser sencilla y el empleo
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exclusivo de disolventes acuosos permite aproximarse mdas al concepto de

biocompatibilidad.

Se basa en el empleo de polimeros que presentan carga positiva o negativa
cuando se encuentran en disolucién acuosa, y son capaces de gelificar en
presencia de pequefios iones de carga contraria. Es necesario emplear
concentraciones bajas de polimeros en disolucién de forma que al interaccionar
con el agente gelificante las nanoparticulas resultantes posean un tamafio

pequefio (Vauthier and Bouchemal, 2009).

COOH o, AlbUimina fetal
OH OH

Alginato (ALG) o Reduccion de puentes
L-cisteina disulfuro con
/ (L-CYs) / 2-mercaptoetanol
cI)H OH
0=¢ 1, o=¢
EHCEsH GHC -SH

BSA con grupos
SH —SH libres

Figura 12. Representacion esquematica de la formacién de nanoparticulas de
alginato y albimina mediante la formacién de puentes disulfuro entre ambos
polimeros modificados.

Existen diferentes compuestos que se han empleado como entrecruzantes
iénicos. El tripolifosfato sédico (TPP) es un entrecruzante de carga anionica que
ha sido ampliamente utilizado para formar nanoparticulas con polimeros
cationicos, como es el caso del quitosano (Amidi et al., 2006; Pan et al., 2002). Las

cargas negativas que aporta el TPP interaccionan con los grupos amino cargados
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positivamente del polimero, favoreciendo la formaciéon de particulas de tamafio

nanomeétrico.

Para los polimeros cargados negativamente, como es el caso del alginato, se
emplean entrecruzantes catidnicos. El ién divalente de calcio, procedente de una
sal calcica (cloruro de calcio, por ejemplo), es capaz de interaccionar con las
cargas negativas de los grupos acidos de estos polimeros, formando particulas.
Sin embargo, en algunos casos es necesario previamente estabilizar las particulas
en una fase de pre-gel con compuestos como la poli-lisina para después llevar a
cabo su entrecruzamiento iénico con calcio con el objetivo de reducir el tamafio

de las particulas obtenidas, y que éstas se encuentren en un rango nanométrico

de tamafio (Ahmad et al., 2006; Azizi et al., 2010).

4.4 Preparacion de nanoparticulas mediante auto-ensamblaje de

macromoléculas

4.4.1 Formacién de complejos polielectroliticos (PEC)

Los complejos polielectroliticos (PEC) se forman por interaccion entre dos
polimeros que presentan cargas opuestas mediante interacciones electrostaticas
entre ambas macromoléculas. Generalmente se suelen establecer interacciones
entre polimeros ricos en grupos &cidos, que aportan la carga negativa, y
polimeros con abundantes grupos amino, que aportan la carga positiva. Son
materiales muy interesantes ya que algunas de sus propiedades, como su
hinchamiento o permeabilidad, pueden ser modificadas de forma sencilla
mediante estimulos externos como el pH del medio, lo que les convierte en

sistemas muy versatiles.

La estructura de estas particulas puede describirse como el de un gel
compuesto por cadenas polielectroliticas hinchadas por la interaccién con
moléculas de agua. La carga superficial de las particulas vendra determinada por
el polielectrolito que se encuentre en exceso. Hacia la parte central de la

nanoparticula se orientan los fragmentos poliméricos que no tienen carga,
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mientras que las fracciones cargadas quedan expuestas hacia el exterior (Vauthier
and Bouchemal, 2009). Asi mismo, la relacion de pesos moleculares de ambos
polielectrolitos afecta al tamafo de las nanoparticulas, de forma que el polimero
de mayor peso molecular sirve de “hospedador” del polimero de menos peso
molecular (Schatz et al., 2004). Algunos de los policationes mas usados para
preparar estos complejos son el quitosano, la poli-etilenamina, la poli-ornitina o
la poli-lisina. En el caso de los polianiones destacan el alginato, el glucomanano,

la carboximetil celulosa o el dextran-sulfato (Martinez et al., 2012).

4.4.2 Ensamblaje de polimeros hidrofébicamente modificados

Con el objetivo de sintetizar polimeros de caracter anfifilico, varios
segmentos hidrofébicos pueden ser afiadidos a las cadenas de polimeros
hidrofilicos, de forma que se puedan obtener estructuras micelares. En estas
estructuras micelares, las regiones hidrofilicas de las moléculas estdn orientadas
hacia el exterior y la parte hidrofébica queda situada en el interior de la micela,
formando un reservorio hidrofébico con envuelta hidrofilica, que permite la
encapsulacion y vehiculizaciéon de moléculas de caracter hidrofébico (Letchford

and Burt, 2007).

Existen diferentes moléculas de caracter hidrofébico que pueden ser unidas a
cadenas poliméricas hidrofilicas con el objetivo de obtener estos sistemas
micelares. Entre ellas, las més destacadas son los acidos grasos de cadena larga
(acido hexanoico, linoleico, palmitico o estedrico), la poli(e-caprolactona), los
copolimeros de Pluronic, el colesterol o el poli-isobutilcianoacrilato (PIBCA),

entre otras (Martinez et al., 2012).

4.5 Preparacién de nanoparticulas mediante nanoprecipitacion

La nanoprecipitacion es uno de los métodos mds empleados para la
obtencion de nanoparticulas, debido a su simplicidad y a la economia de la

técnica.
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Para llevar a cabo este procedimiento es necesario un sistema formado por
tres componentes: el polimero, el disolvente del polimero y un medio en el que el
polimero no sea capaz de disolverse. Para la obtencién de nanoparticulas, la
disolucién polimérica se mezcla con el medio en el que el polimero no es soluble
mediante agitacion, de forma que las particulas se obtienen de forma inmediata

cuando ambos medios se ponen en contacto.

La diferencia que presenta este método respecto al previamente descrito en el
apartado de las emulsiones, donde los polimeros también son precipitados por
difusiéon, es que en este sistema la disolucién polimérica es completamente
insoluble en la otra fase, mientras que en el sistema emulsionado hay una

disolucién parcial de ambas fases (Schubert et al., 2011).

Esta metodologia para la obtencién de nanoparticulas se ha empleado con
polimeros sintéticos como el PLA y PLGA (Lassalle and Ferreira, 2007), asi como
con polimeros naturales como el quitosano o las ciclodextrinas (Hornig and

Heinze, 2008).
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Objetivos/ Objectives

El cancer se ha convertido en una de las causas de mortalidad més comunes a
nivel mundial, y principalmente en los paises desarrollados. Gracias a los
avances en los tratamientos médicos y en las herramientas de cribado
diagnostico, se ha conseguido disminuir la tasa de mortalidad y mejorar la
esperanza de vida de los pacientes afectados por esta enfermedad. No obstante,
la incidencia sigue aumentando y los tratamientos no se muestran
completamente efectivos, estando acompafiados generalmente de un elevado
numero de efectos secundarios que afectan a la calidad de vida del paciente de
forma significativa. Todo esto indica que atin queda mucho por mejorar en el
tratamiento y prevencion de esta enfermedad, asi como en el conocimiento
cientifico que se tiene sobre los mecanismos moleculares implicados en su

desarrollo.

La nanomedicina se ha perfilado como una de las alternativas mas
esperanzadoras para conseguir mayores logros en la lucha contra el cancer,
proporcionando una serie de sistemas que actan a diferentes niveles, ya sea en
el d&mbito farmacolégico o diagnoéstico. Fundamentalmente se buscan sistemas
capaces de transportar el principio activo antineoplasico a su tejido u 6rgano
diana, de forma que sea liberado mayoritariamente alli y su liberacién se
produzca en un periodo de tiempo adecuado, aumentando la eficacia terapéutica

y disminuyendo la posibilidad de aparicién de efectos secundarios indeseables.

Entre las posibles herramientas desarrolladas por la nanotecnologia para
cumplir este objetivo de mejora de eficacia terapéutica en el cancer, las
nanoparticulas han recibido una gran atencién. Los sistemas nanoparticulados
permiten la vehiculizacién de fdrmacos antineoplasicos hacia el tumor sélido, ya
sea aprovechando las caracteristicas fisiol6gicas del propio tumor o mediante su
vectorizacion hacia ese tejido diana. Si, ademas, la composicién de estos sistemas
estd basada en polimeros biocompatibles y biodegradables, como es el caso de los
polimeros naturales, los productos derivados del metabolismo de estos sistemas

nanoparticulados no producirdn ningtn efecto nocivo en el organismo.
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De acuerdo con las consideraciones expuestas, el objetivo principal de este
trabajo ha sido la preparacion, caracterizacion y evaluacion bioldgica de sistemas
nanoparticulados basados en polimeros naturales para la liberacion controlada de
tamoxifeno. El tamoxifeno es un farmaco muy empleado en el tratamiento del
cancer de mama dependiente de estrégenos, cuya administracion sistémica
implica la aparicion de efectos adversos indeseados. Su vehiculizacion a través de
este tipo de dispositivos basados en polimeros naturales, concretamente
albamina sérica bovina y alginato, persigue una nueva aproximacién terapéutica
en este tipo de cancer, ya que estos sistemas permitirian, bien a través de
mecanismos de vehiculizacién pasiva o activa, mejorar la eficacia farmacoldgica
del mismo.

Para la consecucion de este objetivo general, se plantearon los siguientes

objetivos especificos:

1. Sintesis de nanoparticulas basadas en albamina vy alginato,
previamente modificados mediante un proceso de tiolacion, y la
posterior estabilizacion de las particulas mediante enlaces disulfuro.
Caracterizacion de los sistemas nanoparticulados mediante la
determinacién de su composicion, tamafio, morfologia y estabilidad
térmica.

2. Inclusion del farmaco en estos sistemas. Cuantificacion del farmaco
incluido y determinacién de su cinética de liberacién in vitro en
fluidos biol6gicos simulados.

3. Vectorizaciéon con &cido félico de los sistemas obtenidos mediante la
uniéon de folato a la proteina. Caracterizaciéon de los sistemas
nanoparticulados, inclusién del farmaco y valoracién de la cinética de
liberacion.

4. Determinacién de la efectividad de los nanosistemas sintetizados en
cultivos celulares utilizando las lineas celulares MCF7 y T47D de
cancer de mama humano, y Hela de cancer de ovario humano. Se
llevaran a cabo estudios de viabilidad celular y de la captaciéon de los
sistemas por las células.
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5. Evaluacion de la efectividad in vivo de los sistemas obtenidos en un
modelo de cdncer de mama xenografico en ratones atimicos. Anélisis
de la evolucién del volumen del tumor, biodistribucién del farmaco

en tejidos e histologia del tumor.

Los resultados de estos estudios proporcionaran una informacién
fundamental sobre la utilidad final de estos sistemas, lo cual sentara las bases

para el posible desarrollo posterior del producto.

Cancer has become one of the most common causes of death worldwide,
especially in developed countries. Recent medical advances achieved in
therapeutic and diagnostic areas have allowed the increase patient life
expectancy to be improved. However, cancer incidence rate is still rising and
current therapy is not completely effective, since important and undesirable side
effects appear along or after anticancer treatments. Thus, there are several issues
to improve regarding treatment, prevention and also the scientific knowledge

about all the mechanisms involved in cancer development.

Nanomedicine is outlined as a very promising tool to obtain better
achievements in fight against cancer, supplying new systems that can act at either
pharmacological or diagnostic levels. Basically, there are looking for systems that
could transport drugs to targeted tissues or organs, where drug would be
selectively released along the adequate period of time. Consequently, undesirable

side effects would be reduced and therapeutic efficacy would be improved.

Nanoparticles are emerging as one of the most important tools developed by
nanotechnology, and they have recently focused scientist attention in order to
achieve better anticancer goals. Nanoparticulated systems allow drug
vehiculisation to solid tumours to be achieved, either by passive or active

mechanisms. Additionally, if their composition is based on biocompatible and
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biodegradable polymers, such as natural polymers, their metabolic and

degradation products will not induce any toxicity reaction in the organism.

Taking everything into account, the main goal of this work has been the
preparation, characterization and bio-evaluation of nanoparticulated systems based on
natural polymers to be used as controlled release devices of tamoxifen. Tamoxifen
vehiculisation through these kinds of systems based on natural polymers, in
particular bovine serum albumin and alginate, pursues a new and improved
therapeutic approach in breast cancer. This strategy is based on the rational and
specific delivery of this drug in targeted tissues, either using passive or active
mechanisms, and takes advantage of the good biocompatibility and

biodegradability properties that those polymers offer.

In order to achieve this general aim of the study, some specific objectives

were set out:

1. Synthesis of nanoparticles based on albumin and alginate, previously
modified by a thiolation process. Stabilization of nanoparticles
through  disulfide bond formation. Characterization  of
nanoparticulated systems by composition, size, morphology and
thermal stability studies.

2. Tamoxifen loading into those obtained systems. Quantification of
drug load values and study of in vitro drug release kinetics.

3. Folic acid attachment to these obtained systems in order to prepare
targeted  nanoparticles.  Characterization of folate-targeted
nanoparticles, drug loading process and evaluation of in vitro drug
release kinetics.

4. In vitro anticancer efficacy evaluation of nanoparticles against MCF-7
and T47D cells, human breast cancer cell lines, and HeLa cells, human
ovarian cell line. Cell viability and uptake studies will be performed

in order to evaluate the efficacy of the systems.
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5. In vivo anticancer efficacy evaluation of nanoparticles in a breast
tumour xenograft model developed in athymic mice. Tumour volume
evaluation, tamoxifen biodistribution and histological studies will be

performed.

Results obtained from all the studies will give important information about
the final utility of these systems, which could establish the conditions for their

future and possible development as new breast cancer treatment tools.
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Metodologia y Resultados

La metodologia llevada a cabo en este trabajo para la consecucién de los
objetivos previamente descritos, asi como los resultados obtenidos de los
estudios realizados, queda descrita y detallada a lo largo de las publicaciones
realizadas en diferentes revistas cientificas, las cuales se adjuntan a
continuacion, con los siguientes titulos:

1. Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de alginato tiolado y
albtimina estabilizadas por puentes disulfuro. Evaluacién como sistemas
de liberacién controlada.

o Synthesis and characterization of thiolated alginate-albumin
nanoparticles stabilized by disulfide bonds. Evaluation as drug
delivery systems. A. Martinez, I. Iglesias, R. Lozano, J.M. Teijén y
M.D. Blanco. Carbohydrate Polymers, 83: 1311-1321 (2011). JCR
(2012): 3,479. Posiciéon: Primer cuartil, Q1. Categoria: Chemistry
Applied (7/71); Chemistry Organic (12/55); Polymer Science
(13/83).

2. Nanoparticulas de alginato y albamina tiolados cargadas con
tamoxifeno como sistemas de liberacion controlada de antineoplasicos.

o Tamoxifen-loaded thiolated alginate-albumin nanoparticles as

antitumoral drug delivery systems. A. Martinez, M. Benito-

Miguel, I. Iglesias, ].M. Teijén y M.D. Blanco. Journal of Biomedical

Materials Research A, 100A: 1467-1476 (2012). JCR (2012): 2,834.

Posicion: Primer cuartil, Q1. Categoria: Engineering Biomedical

(14/79)

3. Eficacia preclinica mejorada del tamoxifeno formulado en
nanoparticulas de alginato-cisteina/albtimina reducida.

o Enhanced preclinical efficacy of tamoxifen developed as alginate-
cysteine/disulfide bond reduced albumin nanoparticles. A.
Martinez, E. Muhiz, 1. Iglesias, ].M. Teijon y M.D. Blanco.
International Journal of Pharmaceutics, 436: 574-581 (2012). JCR
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(2012): 3,458. DPosicion: Primer cuartil, Q1. Categoria:
Pharmacology & Pharmacy (61/260).

4. Nanoparticulas basadas en albumina y mezclas albamina/alginato
funcionalizadas con &cido félico como sistemas de liberacion controlada
de tamoxifeno. Sintesis y caracterizacion in vitro.

o Folate-targeted nanoparticles based on albumin and
albumin/alginate mixtures as controlled release systems of
tamoxifen. Synthesis and in vitro characterization. A. Martinez, R.
Olmo, I. Iglesias, J.M. Teijon and M.D. Blanco. Pharmaceutical
Research DOI 10.1007/s11095-013-1151-z (2013). JCR (2012): 4,742
Posicién: ~ Primer  cuartil, Q1. Categoria: Chemistry,
multidisciplinary  (25/152); Pharmacology and Pharmacy
(26/260).

5. Vectorizando el tamoxifeno a tumores de mama xenograft: eficacia
preclinica de nanoparticulas funcionalizadas con acido félico basadas en
una combinacién de alginato-cisteina/albimina con puentes disulfuro
reducidos.

o Targeting tamoxifen to breast cancer xenograft tumours:
preclinical efficacy of folate-attached nanoparticles based on
alginate-cysteine / disulphide-bond-reduced albumin. A.
Martinez, E. Muiiz, C. Teijon, I. Iglesias, .M. Teijon y M.D.
Blanco. Pharmaceutical Research DOI 10.1007/s11095-013-1247-5
(2013). JCR (2012): 4,742 Posiciéon: Primer cuartil, Q1. Categoria:
Chemistry, multidisciplinary (25/152); Pharmacology and
Pharmacy (26/260).

Antes de la presentacion de las publicaciones, se ha procedido a resumir
brevemente el objetivo, la metodologia y los resultados de cada uno de los

articulos publicados, con el objetivo facilitar el seguimiento del trabajo.
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1. Sintesis y caracterizaciéon de nanoparticulas de alginato tiolado y albiimina
estabilizadas por puentes disulfuro. Evaluacion como sistemas de liberacion

controlada.

[Synthesis and characterization of thiolated alginate-albumin nanoparticles
stabilized by disulfide bonds. Evaluation as drug delivery systems. A. Martinez,
I. Iglesias, R. Lozano, J.M. Teijéon y M.D. Blanco. Carbohydrate Polymers, 83: 1311-
1321 (2011)].

Objetivo:

El objetivo de este trabajo fue la sintesis y la caracterizacién in vitro de
nanoparticulas compuestas por albumina con puentes disulfuro reducidos
(BSA-SH) vy alginato tiolado (ALG-CYS), empleando wuna técnica de
coacervacion, y su estabilizacion mediante enlaces disulfuro entre ambos
polimeros. Posteriormente, las nanoparticulas fueron cargadas con tamoxifeno
para evaluarlas como posibles sistemas de liberaciéon controlada de este

farmaco.

Metodologia:

En primer lugar se sintetizaron los materiales tiolados necesarios para la
sintesis de nanoparticulas. Para obtener BSA-SH, se sigui6 un proceso de
reduccion de los enlaces disulfuro presentes en la estructura original de la
proteina con 2- mercaptoetanol. En el caso del ALG-CYS, se llev6 a cabo un
proceso de tiolacién mediante la unién de L-cisteina a los grupos acidos del
alginato a través de una reaccion mediada por una carbodiimida. Una vez se
obtuvieron los materiales, se determiné el contenido de grupos tiol libres
obtenidos en cada uno de los compuestos por un método espectrofotométrico

mediante una reaccién colorimétrica especifica de los grupos tiol.

Una vez evaluado el grado de tiolacién de los materiales, se llevé a cabo la
sintesis de nanoparticulas a través de un método de coacervacién mediante el
cual se conseguia la formacién de puentes disulfuro entre ambos polimeros por

un cambio de pH en el medio de reaccién, promoviendo la formaciéon y la
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estabilizacion de las particulas. Inicialmente, se intentd la formacién de las
particulas a partir de una mezcla de cantidades iguales de ambos polimeros, asi
como de los polimeros solos por separado. Ademas, se consideraron dos formas
de optimizacién de la sintesis para evitar la agregaciéon de las nanoparticulas:
por un lado, el bloqueo con L-cisteina de los grupos tiol libres remanentes tras
la formacién de las particulas; por otro lado, una estabilizacién con temperatura
y desolvatacion con etanol. La proporcién de los reactivos asi como la masa de
los mismos en la sintesis fueron factores adicionalmente estudiados. Todas las

variables realizadas en la sintesis de las particulas quedan recogidas en la Tabla

1.

Tras la sintesis de las particulas, se procedi6 a su caracterizacién in vitro. En
primer lugar, se llevd a cabo el estudio de tamafio y morfologia de las
particulas. El tamafio y la apariencia de las particulas se estudiaron a través del
andlisis de las muestras mediante microscopia electrénica de barrido (SEM). La
distribucion de tamarfios se estudi6é a través del andlisis de las muestras por

estudio de la difusion de la luz cuasielastica.

Tras la caracterizacion del tamafio de las particulas, se procedié al estudio
de su composicion. Para ello, se analiz6 la cantidad de proteina y polisacarido
remanente en el sobrenadante tras la sintesis, considerando que la diferencia
respecto a la concentraciéon inicial de ambos polimeros debia encontrarse
formando parte de las particulas. Para cuantificar la albtimina, se llevé a cabo la
reaccion de Bradford tras el aislamiento de la proteina mediante precipitacion
en el sobrenadante. Para la cuantificacion del alginato, se llevé a cabo una
hidrolisis acida con calor que producia un producto coloreado cuantificable

mediante espectrofotometria.

Posteriormente se llevé a cabo un estudio de espectroscopia infrarroja tanto
de los materiales originales, como de los materiales modificados y las
nanoparticulas, con el objetivo de demostrar las modificaciones quimicas
inducidas en los polimeros y las interacciones entre ambos tras la formacién de
los sistemas.
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Se realiz6 también un estudio de hinchamiento de las nanoparticulas en
tampon fosfato con 0,5% de dodecil sulfato sédico (PBS con SDSa pH =74)y
en etanol para calcular el indice de hinchamiento de las particulas en medios de

diferente naturaleza.

Una vez se realiz6é la caracterizaciéon de las nanoparticulas obtenidas, se
incluy6 el farmaco en ellas mediante incubacion de 12 h del pellet htimedo de
nanoparticulas obtenido en el proceso de sintesis en una disolucién etanélica de
tamoxifeno (TMX) con una concentracion 150 pg/ml. Tras la incubacién, se
procedié la ultracentrifugacion de las nanoparticulas y a su liofilizacién. El

sobrenadante con el formaco remanente se conservé para estudios posteriores.

Los estudios de caracterizacion de las nanoparticulas cargadas con TMX
incluyeron el estudio de la carga de farmaco de las nanoparticulas, estabilidad
térmica de las nanoparticulas, estudio de liberacién del tamoxifeno y

adaptacion de la cinética de liberaciéon a modelos matematicos.

Para el estudio de la carga de farmaco se llevaron a cabo dos
determinaciones: por un lado, se estudid la concentraciéon de farmaco
remanente en el sobrenadante tras realizar la carga de las nanoparticulas; por
otro lado, se llevd a cabo una extraccion directa del farmaco de las
nanoparticulas con metanol, disolvente en el que el farmaco es soluble. Las

muestras procedentes de estos estudios fueron procesadas mediante HPLC.

El estudio de la estabilidad térmica se realizé mediante termogravimetria,
analizando los perfiles de degradacion térmica de los materiales originales y de
los materiales modificados, y de las nanoparticulas sin farmaco y con farmaco.
Se analizaron la temperatura de degradacién maxima asi como el porcentaje de

pérdida de masa en el paso de descomposicion térmica.

Los estudios de liberacion del farmaco se llevaron a cabo en PBS con 0,5%
SDS a 37°C y agitacion orbital. Aunque el SDS del medio de liberacién no se

encuentra presente en condiciones fisiol6gicas, su uso es necesario para poder
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facilitar la salida del farmaco de los sistemas, ya que de lo contrario no seria
posible cuantificarlo debido a su elevada hidrofobicidad. Las muestras
recogidas a diferentes tiempos se procesaron mediante HPLC. Con los datos
procedentes de este ensayo se llevé a cabo la adaptacion de la cinética de
liberaciéon a diferentes modelos mateméticos, empleando las ecuaciones

correspondientes para cada uno de ellos.

Resultados:

La modificaciéon de los materiales originales se llevé a cabo mediante la
reducciéon de puentes disulfuro existentes en el caso de la albamina, o por
tiolacion en el caso del alginato. Se obtuvo una albiimina modificada con una
concentraciéon de 3,1x10+4 £0,4x104 mM de grupos tiol por mg de proteina,
mientras que la albimina original present6 una concentraciéon de 2,0x10-°
+0,6x10° mM de grupos tiol por mg de proteina. En el caso del caso del
alginato, se cuantificé una concentraciéon de 1,2x10-3 +£0,2x10-* mM de grupos

tiol por mg de polisacarido.

En cuanto a la sintesis de nanoparticulas, todas las combinaciones de la
Tabla 1 condujeron a la obtencién de nanoparticulas salvo la formada
exclusivamente por alginato-cisteina (Experimento 3). Las imagenes
correspondientes al andlisis del resto de muestras mediante SEM se recogen en
la Figura 1. En todas ellas se observé la aparicion de nanoparticulas
individualizadas con cierta tendencia esférica, aunque la mayor presencia de
alginato en las nanoparticulas provocaba una pérdida en esta tendencia
apareciendo particulas mas poliédricas. En cuanto a la optimizacién de la
sintesis, se apreci6 la obtencién de mejores resultados a través del bloqueo con

L-cisteina tras la formacién de las nanoparticulas.

La medida manual del tamafio de las nanoparticulas obtenidas en los
experimentos 6, 7 y 8 (Tabla 1) empleando las imdagenes obtenidas por
microscopia condujo a la obtencién de tamafios nanométricos: 96+52 nm,
186+73 nm y 306+74 nm en el caso de las nanoparticulas BSA-SH NP (100%
BSA-SH), B-50-50 NP (50% ALG-CYSy 50% BSA-SH) y C-70-30 NP (70% ALG-
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CYSy 30% BSA-SH), respectivamente. Estos didmetros medios nanométricos se
confirmaron posteriormente mediante la medida de tamafo a través del estudio

de la difusion de la luz cuasieldstica (42, 189 y 388, respectivamente, Figura 2).

Tras la caracterizacion del tamafio y morfologia de las particulas, se
procedi6 al estudio de su composicion. Los porcentajes de polimero
incorporados a cada una de las formulaciones se recogieron en la Tabla 2. Como
se puede observar, en aquellas composiciones que partian de un 50% de cada
uno de los polimeros existe una relacion BSA-SH/ALG-CYS aproximadamente
de 1/1, mientras que en la que partia con un 70% de ALG-CYS y un 30% de

BSA-SH obtuvo una relacién de 0,5/1, aproximadamente.

El estudio de espectroscopia infrarroja permitié confirmar la modificacién
quimica del alginato mediante la identificacién de diferentes bandas en sus
espectros (Figura 3). En el caso de la albumina se obtuvieron espectros muy
similares. En cuanto a la comparaciéon del espectro de las nanoparticulas
respecto a los obtenidos para cada material modificado por separado, se
observo que el espectro de las nanoparticulas era muy similar al espectro de la
BSA-SH pero con la incorporaciéon de dos bandas caracteristicas del ALG-CYS

(Figura 3).

Todas las composiciones obtuvieron indices de hinchamiento elevados en
ambos medios, siendo las nanoparticulas BSA-SH NP las que se hinchaban
ligeramente mejor en PBS + 0,5% SDS (95% frente a 93%), mientras que las
nanoparticulas B-50-50-NP y C-70-30 NP parecian ser las que mejor se

hinchaban en etanol (88% frente a 80%).

Los resultados del estudio de la carga de farmaco obtenida por ambos
métodos se recogen en la Tabla 4. Las composiciones B-50-50 NP y C-70-30 NP
fueron las que mayor cantidad de farmaco incluyeron. La extracciéon directa con
metanol no permitié la extraccion completa del farmaco de los sistemas,

especialmente en las nanoparticulas BSA-SH NP.
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El estudio termogravimétrico permitié confirmar las modificaciones
quimicas realizadas en los materiales de partida, obteniendo perfiles de
degradacion diferentes (Figura 4). Lo mismo ocurria al comparar los perfiles de
los materiales modificados por separado con el perfil obtenido para cada una de
las composiciones de las nanoparticulas (Figura 4). La presencia del farmaco en
las nanoparticulas no parecié modificar su perfil térmico. En cualquier caso, las
temperaturas de degradacién alcanzadas (Tabla 3) fueron muy superiores a las
empleadas en los protocolos de trabajo e incluso superior a la temperatura

tisiol6gica, con lo que se obtuvieron materiales estables.

Los perfiles de liberaciéon del farmaco quedan recogidos en la Figura 5. Se
registraron los méximos de liberacion para los sistemas TMX-B-50-50 NP, TMX-
C-70-30 NP y TMX-BSA-SH NP con valor de 1,3 £ 0,1 ng TMX/mg NP alas 7 h,
2,64 £ 0,06 ng TMX/mg NP a las 26,5 h, y 0,50 £ 0,01 pg TMX/mg NP alas 75 h,
respectivamente. En todas ellas se observa una primera fase de liberaciéon
rapida, seguida por una segunda fase de liberaciéon maés lenta. Las velocidades
de liberaciéon del farmaco en estas etapas, asi como su duracién, aparecen
recogidas en la Tabla 5. Tras el ajuste de los modelos mateméticos a éstas
cinéticas de liberacion (Tabla 6), se concluyé que todas se ajustaban a un
mecanismo de liberacion Fickiana, asi como también se determindé un
comportamiento de tipo hidrogel en el caso de las nanoparticulas TMX-B-50-50

NP y TMX-BSA-SH NP al ajustarse bien el modelo de particion (Tabla 6).
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ABSTRACT

Nanoparticles based on thiolated alginate (ALG-CYS) and disulfide bond reduced albumin (BSA-SH) have
been synthesized by coacervation method and stabilized by disulfide bond formation. In order to opti-
mize the synthesis, the influence of amount and proportion of reactants on nanoparticle characteristics
has been studied. Results showed cubic shaped nanoparticles but with a certain spherical tendency. The
size range was 42-388 nm; as the percentage of ALG-CYS increased in the particle, their morphology is
less spherical and the size is larger. The presence of both reactants in the nanoparticles was determined
by FT-IR and confirmed by TGA. The ratio BSA-SH/ALG-CYS (0.49/1-1.23/1) in the particles was quan-
tified by colorimetric methods. Nanoparticles were assayed as drug delivery systems by loading them
with tamoxifen (TMX) (2-4 pg TMX/mg NP). Maximum TMX release (23-61% of loaded TMX) took place
between 7 and 75 h, and the amount of released TMX can be modulated with the percentage of ALG-CYS

Tamoxifen in the particle.
Drug delivery systems

© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Research into the rational delivery of anticancer drugs is at the
forefront of projects in nanomedicine. One of the major problems
facing cancer chemotherapy is the achievement of the required
concentration of the drug at the tumour site for a desired period of
time (Chawla & Amiji, 2002). The vascularization of solid tumours
is heterogeneous, showing poorly perfused regions as well as dense
vascularized regions where a rapid growth occurs. Tumours usually
present resistances to treatment due to both cellular and non-
cellular mechanisms (Brigger, Dubernet, & Couvreur, 2002).

However, the leaky defective blood vessels of tumour tis-
sue make its vasculature permeable to macromolecules in the
size range from 100 to 1200 nm in diameter (Kratz, 2008). Thus,
nanocarriers can be administered close to the tumour cells to
achieve a localised action. Furthermore, nanoparticles protect the
drug from degradation following administration, and drug solubil-
ity issues can be overcome, a particular advantage because large
proportions of new drug candidates are water insoluble (Moghimi,
Hunter, & Murray, 2005).

* Corresponding author. Tel.: +34 913941447; fax: +34 913941691.
E-mail address: mdblanco@med.ucm.es (M.D. Blanco).

0144-8617/$ - see front matter © 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.carbpol.2010.09.038

Various macromolecular substances, such as synthetic and nat-
ural polymers, can be used for nanoparticle preparation. Among
natural polymers, serum albumin and sodium alginate are emerg-
ing as versatile carriers for drug targeting. The properties of these
natural polymers, such as their ready availability, versatility and
biodegradability, make them ideal candidates for their use in drug
delivery systems. Thus, they have been used in a multitude of stud-
ies of nanoparticle preparation, some of them including anticancer
drugs such as methotrexate (Kratz, 2008) or paclitaxel (Karmali et
al., 2009; Yoshioka et al., 2007).

In the case of oestrogen-dependent breast cancer, a large num-
ber of molecules classified as “selective oestrogen receptor modula-
tors” (SERMs) have been widely used. Tamoxifen is the most impor-
tant member of this family of SERMs, and it has been successfully
used since 1970s in treatment of hormone dependent breast cancer
(Ameller, Legrand, Marsaud, & Renoir, 2004). However, tamoxifen
shows a low water solubility, which limits the administration of
this drug only to the oral route. Furthermore, following a long-
term therapy, tamoxifen has some side effects, such as endometrial
cancer and development of drug resistance. To overcome the unde-
sirable side effects of tamoxifen, and to increase the concentration
at the tumour site, tamoxifen could be entrapped in polymeric
nanoparticles, which may provide a better means of delivery in
terms of enhanced uptake by the tumour and increased local con-
centration of the drug at the receptor site (Chawla & Amiji, 2002).


dx.doi.org/10.1016/j.carbpol.2010.09.038
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01448617
http://www.elsevier.com/locate/carbpol
mailto:mdblanco@med.ucm.es
dx.doi.org/10.1016/j.carbpol.2010.09.038

1312 A. Martinez et al. / Carbohydrate Polymers 83 (2011) 1311-1321

In the present study, nanoparticles based on disulfide bond
reduced albumin (BSA-SH) and thiolated alginate (ALG-CYS) were
prepared and stabilized by disulfide bonds formation, in order to
characterize and to evaluate them as possible delivery systems of
tamoxifen.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Alginic acid sodium salt, Comassie Blue G-250, L-cysteine (non
animal source), 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoicacid)(DTNB), 1-ethyl-
3-(3-imethylaminopropyl)carbo-diimide hydrochloride (EDAC),
potassium bromide (KBr, FT-IR grade), 2-mercaptoethanol (2-ME)
and tamoxifen were purchased from Sigma-Aldrich (Barcelona,
Spain). Sodium hydroxide (NaOH), hydrochloric acid (HCI, 35%),
potassium dihydrogen phosphate (KH,PO4), dipotassium hydrogen
phosphate (K;HPOy4), ethanol absolute, trichloroacetic acid, urea,
phosphoric acid (88%), triethylamine and methanol (HPLC gradient
grade) were purchased from Panreac (Barcelona, Spain). Sodium
chloride (NaCl), bovine serum albumin (BSA, Fraction V), and
sodium dodecyl sulfate were purchased from Merck (Barcelona,
Spain).

2.2. Methods

2.2.1. Preparation of disulfide bond reduced bovine serum
albumin (BSA-SH)

Anaqueous solution of BSA 5% (w/v) was prepared. The pH-value
was adjusted to 8 with 1 M NaOH (pH-meter METROHM 654). 70 11
of 2-mercaptoethanol (2-ME) was added and the resulting solution
was incubated for 5 h under continuous stirring (100 rpm) at 37 °C.
Thereafter, the pH-value was adjusted to 2.5 with 1 M HCl and the
acidic solution was transferred to a dialysis bag (Visking® dialysis
tubing 20/32 diameter: 16 mm, SERVA). The solution was exhaus-
tively dialyzed against HCI solution (pH 3.5). The obtained solution
was freeze dried for 24 h at —110°C (Heto PowerDry LL1500 Freeze
Dryer, Thermo Electro Corporation). The lyophilized product was
conserved at 4 °C until further use.

2.2.2. Preparation of alginate-cysteine conjugate (ALG-CYS)

Alginate-cysteine conjugate was synthesized according to the
methodology developed by Bernkop-Schniirch, Kast, and Richter
(2001). The obtained alginate-cysteine conjugate was conserved at
4°C until further use.

2.2.3. Determination of the thiol group content

The thiol concentration on the modified products was deter-
mined by a colorimetric reaction using Ellmanis reagent [DTNB]
(Ellman, 1959; Marschiitz & Bernkop-Schniirch, 2002). In this reac-
tion, the free thiol groups of the polymers react with DTNB forming
a coloured conjugate whose absorbance can be measured at412 nm
(UNICAM 8700 series UV/vis spectrometer). In brief, 0.5 mg of each
conjugate was hydrated in 500 .1 of 0.5 M phosphate buffer pH 8.0.
After incubation for 2 h at room temperature with 500 wl of Ell-
manis reagent [0.03% (w/v) DTNB in 0.5 M phosphate buffer pH 8.0],
absorbance of the samples was measured at 412 nm. The amount
of thiol groups of BSA-SH was calculated using a standard curve
obtained from the sulfhydryl group determination of solutions con-
taining increasing amounts of cysteine (0.003-0.05mg/ml). The
amount of thiol groups of ALG-CYS was calculated using a standard
curve obtained from the sulfhydryl group determination of increas-
ing amounts of cysteine solutions (0.003-0.05 mg/ml) containing a
constant concentration of unmodified alginate (0.5 mg/ml).

2.2.4. Preparation of nanoparticles

Nanoparticles of BSA-SH and BSA-SH/ALG-CYS mixtures were
prepared. Stabilization of nanoparticles was obtained by form-
ing disulfide bonds. An initial protocol for synthesis was designed
(Table 1; Experiment 1): 10 mg of BSA-SH and 10 mg of ALG-CYS
were dissolved in 2ml 1mM HCI under intense stirring condi-
tions. The obtained suspension was sonified (Branson sonifier 450)
and the pH of the suspension was adjusted to 6.5-6.8 with 1M
NaOH. The formation of disulfide bonds was allowed to proceed for
12 h under intense stirring conditions. After this time, the resulting
suspension was centrifuged (41,000 rpm, 15 min, Beckman Coul-
ter Optima L-100 XP Ultracentrifuge), and the pellet was freeze
dried for 24 h at —110°C. Nanoparticles based only on BSA-SH and
based only on ALG-CYS were prepared as described above (Table 1;
Experiments 2 and 3).

Two different methods were proposed for the optimization of
the process to avoid the aggregation tendency of the particles. The
first alternative consisted of blocking the remaining free sulfhydryl
groups of the nanoparticles with L-cysteine. 5ml of a solution of
L-cysteine (0.06 mM) was added and the reaction was allowed
to proceed for 5h under stirring conditions. After this time, the
protocol was continued as above described (Table 1; Experiment
4). The second alternative consisted of stabilizing the particles
with temperature, following previous desolvation with ethanol
(Weber, Coester, Kreuter, & Langer, 2000). 0.5 ml of the suspension
of particles was centrifuged (41,000 rpm, 15 min) and the pellet
was suspended in an ethanol/water solution (1.2/0.3 ml/ml). This
suspension was incubated at 70°C for 2 h under stirring condi-
tions. After this time, the suspension was centrifuged (41,000 rpm,
15 min) and the pellet was freeze dried (Table 1; Experiment 5).

Proportion and amount of initial reactants were studied as
variables in the process of synthesis. Two more syntheses were
prepared varying only the amount of initial reactants (Table 1,
Experiments 6 and 8), and another one varying the proportion and
the weight of reactants (Table 1; Experiment 7). According to the
obtained results, in these three last experiments blocking of free
sulfhydryl groups with L-cysteine was carried out.

2.2.5. Size and morphology of nanoparticles

The size and appearance of microspheres were studied by
scanning electron microscopy (FE-SEM) (Jeol JSM-6400 Electron
Microscope, resolution 36 mm from Centro de Microscopia y Cito-
metria, UCM). From FE-SEM micrographs, more than 500 particles
were measured using micrographs enlargements. The number-
average diameter (Dy,), the weight-average diameter (D, ) and the
polydispersity index (U) were calculated (Guerrero et al., 2008).
The particle distribution is considered to be monodisperse when U
is between 1.0 and 1.1.

The size distribution analysis was performed on a back-
scattered quasi-elastic light scattering device (Zetatrac NPA-152,
Microtrac). Data were processed with Microtrac Flex software.
According to the obtained results, average diameter and size dis-
tribution were only studied in particles of B-50-50, C-70-30 and
BSA-SH synthesis (Table 1; Experiments 6, 7 and 8, respectively).

2.2.6. Composition of nanoparticles

The composition of BSA-SH/ALG-CYS particles was studied mea-
suring the concentration of BSA-SH and ALG-CYS in the supernatant
obtained after centrifugation of the samples in the synthesis pro-
cess. The difference between the initial concentration of each
polymer and their concentration in the supernatant was deter-
mined, and these amounts were considered to participate in
nanoparticle formation.

Concentration of ALG-CYS in the supernatant was determined
by measuring the absorbance of the coloured products obtained
after a hydrolysis reaction of alginate. The hydrolysis of alginate
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Table 1
Variables considered in the synthesis of nanoparticles.

Experiment Formulation Total weight of initial Volume of % (w/w) ALG-CYS Blocking Temperature and
number reactants (mg) dissolution (ml) with L-cys desolvation with ethanol
1 A-50-50 20 2 50 - -

2 BSA-SH 20 2 - - -

3 ALG-CYS 20 2 100 - -

4 A-50-50 20 2 50 Yes -

5 A-50-50 20 2 50 - Yes

6 B-50-50 200 20 50 Yes -

7 C-70-30 200 20 70 Yes -

8 BSA-SH 200 20 - Yes -

was carried out in extreme conditions (10N HCI, 5h, 100°C) and,
after this reaction, samples were neutralised with 10 N NaOH and
cooled. Absorbance of the samples was measured at 277.6 nm. A
standard curve of ALG-CYS and another one of commercial alginate
(0.5-4 mg/ml) were prepared to study possible differences between
both materials in the hydrolysis reaction.

Concentration of BSA-SH in the supernatant was determined
using Bradfordis method (Bradford, 1976). The absorbance of blue-
coloured products of this reaction can be measured at 595 nm. To
avoid interactions between alginate and Bradford reagent, BSA-SH
in the supernatant was precipitated with 2 M trichloroacetic acid
(TCA). After the precipitation process, samples were centrifuged
and the supernatant was removed. The pellet was suspended in
1ml 6 M urea (urea solution in 2 N HCI). A standard curve of BSA-
SH and another one of commercial BSA (0.125-0.5 mg/ml) were
prepared to study possible differences between both materials.

2.2.7. FT-IR spectroscopy

Modified materials and BSA-SH/ALG-CYS nanoparticles were
analyzed by FT-IR spectroscopy and the resulting spectra were
compared with the FT-IR spectra of the unmodified materials. For
this study, a Nicolet Magna IR 750 Series Il equipment with a DTGS-
KBr detector was used. The measurement was realized preparing
tablets with 300mg of KBr and 2mg of sample. Spectra were
obtained at 4cm~! of resolution.

2.2.8. Preparation of tamoxifen-loaded nanoparticles

After centrifugation in the synthesis process, the obtained pel-
let was suspended in 2 ml of a 150 pg/ml TMX solution (in ethanol)
and it was incubated for 12 h at room temperature. Then, the sus-
pension was centrifuged (41,000 rpm, 15 min) and the pellet was
freeze-dried. The supernatant was conserved for later character-
ization studies. All of the experiments with TMX were performed
under subdued light as the drug is highly photosensitive. According
to the obtained results, particles of B-50-50 (Table 1; Experiment
6), C-70-30 (Table 1; Experiment 7) and BSA-SH synthesis (Table 1;
Experiment 8) were selected for loading the drug.

2.2.9. Swelling behaviour of nanoparticles

The swelling behaviour of nanoparticles in an alcoholic medium
(ethanol) and in PBS (pH 7.4) with 0.5% sodium dodecyl sulfate
(SDS) was studied. 20 mg of each type of nanoparticles was placed
in 2ml of ethanol and in 2ml of PBS with 0.5% SDS for 24h at
a constant temperature (37 °C). The equillibrium swelling degree
(Ws) was obtained by weighing the swollen product after filter-
ing the nanoparticles through a polyamide filter (0.2 m, Sartorius,
Goettingen, Germany) (Bernardo, Blanco, Olmo, & Teijén, 2002).

2.2.10. Estimation of drug content

In order to determine the loaded TMX in nanoparticles, two dif-
ferent methods were carried out. In the first one, the amount of TMX
loaded into the nanoparticles was determined by calculating the
difference between the initial concentration of TMX solution and

the final concentration after the loading process. This amount was
considered to be loaded in the nanoparticles. The second method
consisted in a direct extraction of drug from TMX-loaded nanopar-
ticles using methanol: 3 mg of TMX-loaded nanoparticles were
suspended in 1 ml of methanol under stirring conditions during
5h. After this time, the suspension was centrifuged (13,000 rpm,
5min) and the supernatant was collected for the measurement.
The samples obtained in both processes were analyzed by HPLC.

High performance liquid cromatography (HPLC) with fluores-
cence detector technique was required to determine the drug
content (MacCallum, Cummings, Dixon, & Miller, 1996). The
chromatographic separation was performed on a 25 cm x 4.6 mm
RP-Spherisorb ODS2 Cyg column (5 wm particle size, Waters). The
mobile phase consisted of 1% aqueous dissolution of triethy-
lamine and methanol 11/89 (v/v). A flow rate of 1ml/min was
established. The fluorescence detector was set at an excitation
wavelength of 250nm and an emission wavelength of 370 nm.
A photoquemical reactor unit with a wavelength of 254 nm was
placed between the detector and the column. Chromquest 4.2 soft-
ware (Thermo) was used to process the obtained data. Standard
solutions (10-2000 ng/ml) of TMX in methanol were used to obtain
the calibration curve.

2.2.11. Thermogravimetric analysis (TGA)

TGA curves of drug-loaded and unloaded nanoparticles, as well
as modified and unmodified materials, were obtained using a Met-
tler Toledo thermal analyzer (TGA-SDTA 851). The mass of the
samples was 1.5 mg. The sample pan was placed onto the balance
and the temperature was increased from 25 to 600 °C at a heating
rate of 10°Cmin~! under nitrogen atmosphere (nitrogen flow rate
of 60 cm3 min~1). The mass of the sample pan was continuously
recorded as a function of temperature.

2.2.12. Drug release studies

For drug release studies from TMX-loaded nanoparticles, 5 mg
of drug-loaded nanoparticles was added to 5 ml PBS with 0.5% SDS
contained in a flask vial at a constant temperature (37°C) and
orbital shaking (100 rpm, Ecotron INFORS HT). TMX is relatively
insoluble in the aqueous medium and SDS is an anionic surfactant
used to make the release of the drug easier in phosphate buffer (Hu,
Neoh, & Kang, 2006). At intervals, 50 pl samples were withdrawn
from the solution in order to follow the change in drug concentra-
tion using HPLC. The removed volume from the vial was replaced
with PBS with 0.5% SDS. Sink conditions were maintained during
drug release experiments (Chawla & Amiji, 2002).

2.2.13. Mathematical modelling of release kinetics

In order to study the mechanism of drug release, the in
vitro drug release data were fitted to various kinetic models:
Higuchi, Korsemeyer-Peppas and partition phenomenon models
were selected for the study (Blanco et al., 2008).
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2.2.14. Statistical analysis
Statistical comparisons were performed with unpaired Stu-
dent’s t-test. A value of p <0.05 was considered significant.

3. Results and discussion
3.1. Quantification of the thiol groups in the modified materials

The degree of modification was determined by measuring the
amount of thiol groups of BSA and alginate using Ellmanis reagent.
The results showed an increase of sulfhydryl group content in
both materials regarding unmodified materials. BSA has 17 intra-
chain disulfide bonds and 1 free sulfhydryl group. Hence, when
the disulfide bonds are broken by a reduction process, modi-
fied BSA with more free sulfhydryl groups is supposed to be
obtained (Kang, Kim, Shin, Woo, & Moon, 2003). BSA-SH dis-
played 3.1 x 1074 £ 0.4 x 10~4 mM of thiol groups per mg protein
whereas unmodified BSA displayed 2.0 x 10~ £ 0.6 x 10-> mM of
thiol groups per mg protein (mean4S.D.; n=7). Thus, a BSA-SH
with a concentration of thiol groups almost 15 times higher than
the concentration of thiol groups of unmodified BSA was obtained.

Alginate exhibits a backbone of (1 — 4) linked [3-D-mannuronic
acid and a-L-guluronic acid residues of widely varying composi-
tion and sequence (Coviello, Matricardi, Marianecci, & Alhaique,
2007). Since the polymer displays carboxylic acid groups, the
sulfhydryl compound L-cysteine can be easily covalently attached
by the formation of amide bonds between the primary amino
group of the amino acid and a carboxylic acid group of the
polymer (Bernkop-Schniirch et al., 2001). ALG-CYS displayed
1.2 x 1073 £ 0.2 x 10-3 mM of thiol groups per mg polymer (n="7).
As unmodified alginate does not have sulfhydryl groups in its orig-
inal structure, covalent attachment of L-cysteine was considered
to have been a successful way to introducing thiol groups into the
structure of alginic acid.

These thiolated polymers, or so-called thiomers, are polymers
capable of forming disulfide bonds, the covalent bridging inter-
action most commonly encountered in biological systems, with
different biological structures such as glycoproteins (Gum et al.,
1992). Some studies showed these thiomers as a promising useful
way for the noninvasive application of peptide drugs (Marschiitz,
Caliceti, & Bernkop-Schniirch, 2000).

3.2. Size and morphology of nanoparticles

Nanoparticles were obtained from BSA-SH and BSA-SH/ALG-CYS
mixtures, but it was not possible to obtain them from ALG-CYS.
FE-SEM micrographs of nanoparticles (Fig. 1) showed individual
particles of very small size, most of them being nanometric. They
showed cubic shape with certain spherical tendency, and their
surface was smooth and without pores. Unlike polymeric nanopar-
ticles such as poly-e-caprolactone or poly(lactic-co-glycolic acid),
polysaccharide-based nanoparticles are known to shrink and lose
shape under electron bombardment during SEM analysis (Bilensoy
etal.,2009). Thus, a less spherical shape in case of C-70-30 nanopar-
ticles, whose composition included more proportion of ALG-CYS,
could be attributed, at less in part, to this phenomenon (Fig. 1F).

Micrographs corresponding to optimization methods (Fig. 1C
and D) showed individual particles with the same described fea-
tures in both cases. Optimization of nanoparticle preparation
process by desolvation has been used successfully in some studies
(Langer etal.,2003; Weber et al., 2000). However, in this case results
were considered more satisfactory by blocking with L-cysteine
because more individual particles were found.

According to the obtained results, nanoparticles of Experi-
ments 6, 7 and 8 (B-50-50, C-70-30 and BSA-SH, respectively;

Table 1) were selected for the study of their average diameter
and size distribution. All the obtained particles showed nanomet-
ric size. According to FE-SEM data, BSA-SH nanoparticles showed
the smallest size (number-average diameter, D;, =96 + 52 nm; poly-
dispersity index, U=1.83), followed by B-50-50 nanoparticles
(Dp =186 £ 73 nm; U=1.53). Finally, C-70-30 nanoparticles showed
the largest size (D, =306+74nm; U=1.19). All the nanoparticle
formulations were considered polydisperse, with a polydispersity
index over 1.1 (Guerrero et al., 2008). Average diameters obtained
with light-scattering (LS) technique confirmed this size charac-
terization. BSA-SH, B-50-50 and C-70-30 nanoparticles showed
an average diameter of 42, 189 and 388 nm, respectively. There
were significant differences (p<0.05) in the average diameter
between all the nanoparticle formulations. Plots of size distri-
butions, which were elaborated by measuring particles using
micrograph enlargements and with LS technique, are represented
in Fig. 2. Nanoparticles based on polysaccharides such as chi-
tosan, and albumin nanoparticles, in a size range 150-300 nm, have
shown good results as drug delivery systems in anticancer therapy
(Bilensoy et al., 2009; Langer et al., 2003). Considering that the pore
size of tumour microvessels varies from 100 to 1200 nm (Hobbs et
al,, 1998), the obtained size range of the nanoparticle formulations
would allow the extravasation into tumour tissue.

3.3. Composition studies

The particle composition was studied evaluating the concen-
tration of BSA-SH and ALG-CYS in the supernatant obtained after
centrifugation in the synthesis process. Concentration of ALG-CYS
in the supernatant was determined by a hydrolysis reaction of algi-
nate and by measuring the absorbance of the obtained coloured
products of this reaction at 277.6 nm. Hydrolysis conditions were
extreme due to the high resistance of alginic acid to hydroly-
sis (Chandia, Matsuhiro, & Vasquez, 2001). Differences between
standard curves of commercial alginate and ALG-CYS were not
observed.

Concentration of BSA-SH in the supernatant was determined
by a colorimetric reaction using Bradford’s method. Differences
between standard curves of commercial BSA and BSA-SH were not
observed.

The absorbance of each sample was interpolated on the corre-
sponding calibration curve, and the concentration of each polymer
in the supernatant was obtained (Table 2). The percentage of each
polymer incorporated into nanoparticles was calculated by the dif-
ference between the initial concentration in the synthesis process
and the final concentration in the supernatant (Table 3). The BSA-
SH/ALG-CYS ratio was calculated considering the concentration of
each polymer incorporated into nanoparticles (Table 3).

A-50-50 and B-50-50 nanoparticles, which were only different
in the weight of initial materials in the synthesis process, showed a
similar value of BSA-SH/ALG-CYS ratio. It was concluded that mod-
ifications in amount of reactants in synthesis did not have influence
on nanoparticle composition. Nanoparticles of C-70-30 synthesis,
which were different in proportion of reactants in the synthesis
process, showed a different value of BSA-SH/ALG-CYS ratio. It was
concluded that modifications in proportion of reactants in synthesis
were a determinant in nanoparticle composition.

3.4. FT-IR spectroscopy

Modified and unmodified materials, as well as BSA-SH/ALG-CYS
nanoparticles, were analyzed by FT-IR spectroscopy, and their spec-
tra were compared to observe possible differences due to chemical
transformation (Fig. 3). Because signal from sulfhydryl groups and
disulfide bonds is very weak (Socrates, 2004), and also due to the
complex structure of the analyzed molecules, it was not possi-
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Fig. 1. FE-SEM micrographs of nanoparticles. Experiment 1; A-50-50 particles (A), Experiment 2; BSA-SH particles (B), Experiment 4; A-50-50 particles (C), Experiment 5;
A-50-50 particles (D), Experiment 6; B-50-50 particles (E), Experiment 7; C-70-30 particles (F), Experiment 8; BSA-SH (G).

Table 2

Nanoparticle composition. Concentration and percentage of ALG-CYS and BSA-SH determined in the supernatant after the synthesis process. Percentage of each polymer
incorporated into nanoparticles. BSA-SH/ALG-CYS ratio in nanoparticles.

Sample

ALG-CYS concentration in
supernatant (mg/ml, %)

BSA-SH concentration in
supernatant (mg/ml, %)

ALG-CYS incorporated
into nanoparticles (%)

BSA-SH incorporated
into nanoparticles (%)

BSA-SH/ALG-CYS ratio
in nanoparticles

A 50-50; Experiment 1
B 50-50; Experiment 6
C 70-30; Experiment 7
BSA-SH; Experiment 8

2.891 + 0.008? (57.8)
1.8 + 0.3% (36.4)
3.38 + 0.082 (48.3)

2.4 + 0.4 (48.0)
1.3 + 0.2 (26.8)
1.2 + 0.22 (40.3)

0.68 + 0.05% (6.8)

42.2
63.6
51.7

52.0
73.2
59.7
93.2

1.23/1
1.16/1
0.49/1

2 Mean+S.D. (n=3).
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Fig. 2. Size distribution of nanoparticles of Experiment 6 (A and B), Experiment 7 (C and D) and Experiment 8 (E and F) by measuring particles using FE-SEM micrograph

enlargements (A, C and E), and LS technique (B, D and E). Average diameter: solid line.

ble to identify the band of free sulfhydryl groups corresponding
to chemical modifications in the materials. Instead of using this
band, different bands were analyzed. Differences between spec-
tra of both BSA were not observed because the only difference
between them was the presence of more free sulfhydryl groups
in BSA-SH (Fig. 3A). Amide I band (1700-1600 cm~!) and amide II
band (1550-1500 cm~1), which are characteristic of peptide bonds
(Maruyama et al., 2001), were identified in both spectra.

In the case of unmodified alginate and ALG-CYS, some differ-
ences between their spectra were found (Fig. 3B). The bands at 1617
and 1418 cm~! in the IR spectrum of sodium alginate (unmodified
alginate) were assigned to asymmetric and symmetric stretching
peaks of carboxylate salt groups (Huang, Pal, & Moon, 1999). In the
spectrum of ALG-CYS, bands at 1739, 1605, 1412 and 1248 cm™!
were observed due to the presence of ~-COOH groups, which are
characteristic of alginic acid. Furthermore, two bands at 1687 and
1477 cm~1, which were assigned to amide I band and amide III
bands respectively, due to the presence of amide bonds formed
with the introduction of molecules of L-cysteine in the original
structure, were observed. The presence of different bands in the

spectra of alginates allowed to confirm the chemical transformation
of alginate.

Comparing BSA-SH/ALG-CYS nanoparticle spectrum with mod-
ified material spectra, it was observed that spectrum of
nanoparticles was more similar to the BSA-SH spectrum, but with
the presence of two bands at 1095 and 1032 cm~!; these bands
were assigned to the presence of ALG-CYS in the nanoparticle com-
position. Furthermore, the characteristic band of alginic acid at
1739 nm, which was present in ALG-CYS, disappears in the case
of nanoparticle spectrum because the -COOH groups are in the salt
form, and not in the acidic form as a consequence of the change of
the pH in the synthesis process of nanoparticles. With this data, the
presence of both modified materials in the structure of nanoparti-
cles was confirmed.

3.5. Swelling behaviour of nanoparticles

The swelling behaviour of nanoparticles in an alcoholic medium
(ethanol), and in PBS with SDS was studied. All the nanoparticle
formulations showed a good swelling behaviour in both media. In
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Table 3

Phenomenological data for the thermal descomposition of unmodified and modified
materials (BSA, sodium alginate, BSA-SH and ALG-CYS), unloaded nanoparticles (A-
50-50, B-50-50, C-70-30 and BSA-SH) and TMX-loaded nanoparticles (TMX B-50-50,
TMX C-70-30 and TMX BSA-SH).

Sample Mass loss (%) Peak Mass loss (%) in the
up to 600°C temperature in  step of thermal
DTG (°C) descomposition
BSA 83.5 306 40.3
BSA-SH 81.9 329 50.2
Sodium alginate 65.4 244 40.2
ALG-CYS 89.1 217 39.9
B-50-50 NP (Exp.6) 100 235 30.8
302 59.4
C-70-30 NP (Exp.7) 100 2233 224
301 50.3
BSA-SH NP (Exp.8) 100 302 47.5
TMX B-50-50 NP 100 240.8 215
306 55
TMX C-70-30 NP 100 240.8 30.3
304 55.8
TMX BSA-SH NP 86.5 314 473
TMX 100 258 68.9
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Fig. 3. FT-IR spectra of: BSA-SH and unmodified BSA (A), ALG-CYS and unmodified
alginate (B), BSA-SH, ALG-CYS and B-50-50 nanoparticles (C).

PBS, W, values of 93.8%, 93% and 95% were obtained for B-50-50,
C-70-30 and BSA-SH nanoparticles, respectively. In ethanol, W,
values of 88.2%, 88.7% and 80.4% were obtained for B-50-50, C-70-
30 and BSA-SH systems, respectively. Hence, BSA-SH nanoparticles
were more swollen in PBS than in ethanol, in contrast with B-50-
50 and C-70-30 nanoparticles which were more swollen in ethanol
than in PBS. These results suggest that the presence of ALG-CYS in
the nanoparticle composition makes nanoparticle swelling in an
alcoholic medium easier than in PBS.

3.6. Estimation of drug content

Two different methods were carried out to determine the drug
content. One of them considered the difference between the ini-
tial concentration of TMX solution and the final concentration
after the loading process of the drug. The other one consisted
in the quantification of a direct extraction of TMX from drug-
loaded nanoparticles with methanol. The obtained drug content
detected with each method is shown in Table 4. According to the
data obtained with both methods, TMX B-50-50 and TMX C-70-30
nanoparticles included more drug than TMX BSA-SH nanoparticles.
Thus, the difference in the composition of nanoparticles was an
important factor in the drug-loading process. As described previ-
ously, swelling behaviour of nanoparticle formulations was related
to the nanoparticle composition. Nanoparticles with ALG-CYS in
their composition could include more drug than BSA-SH nanopar-
ticles because of their higher swelling in an alcoholic medium.
The amount of loaded TMX seems to be different depending on
the method (Table 4). Considering the results, direct extraction
of drug from nanoparticles with methanol allowed only part of
the TMX to be included in the particles. TMX is a very hydropho-
bic drug and it has strong interactions with the hydrophobic
regions of the albumin and other plasma proteins (>95%) (Morello,
Waurz, & DeGregorio, 2003). As a consequence of these interactions,
methanol could only extract the superficial tamoxifen of nanopar-
ticles whose interactions with albumin were weaker. Furthermore,
as a consequence of the swelling degree and composition of each
nanoparticle formulation, the amount of tamoxifen extracted with
methanol in case of TMX C-70-30 and TMX B-50-50 nanoparti-
cles was similar and higher than that in the case of TMX BSA-SH
nanoparticles.

3.7. Thermogravimetric study

The thermal stability of modified materials, drug-loaded and
unloaded nanoparticles was studied. The TGA first derivative of
the materials is plotted in Fig. 4, and the parameters derived from
them are collected in Table 3. Differences between the thermal
behaviour of modified and unmodified materials were observed.
Modified albumin and alginate-cysteine degraded in a one-step
process at a maximum temperature of 329 and 217 °C, respectively,
which are different from the degradation temperatures of unmod-
ified materials (Fig. 4A, B and Table 3). There were differences in
the percentage of total mass loss between modified and unmodi-
fied polymers (Table 3). These differences in thermal behaviour of
modified and unmodified materials again confirmed the chemical
modification. BSA-SH (Experiment 8) nanoparticles degraded in a
one-step process at a maximum temperature of 302 °C (Fig. 4C and
Table 3) in contrast with B-50-50 and C-70-30, which degraded
in two different steps (Fig. 4C and Table 3). The first degrada-
tion step of B-50-50 and C-70-30 nanoparticles occurred at 235
and 223.3°C, respectively, being these temperatures very similar
to the degradation temperature of ALG-CYS (Table 3). The sec-
ond degradation step occurred at 302 and 301 °C, respectively,
being these temperatures close to the degradation temperature
of BSA-SH. The two-step degradation process of the nanoparti-
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Table 4
Estimation of tamoxifen content in nanoparticles.
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Sample Drug content in nanoparticles
By difference of concentration in drug-solution By TMX extraction with methanol (g Percentage of TMX extracted with
after loading process (g TMX/mg NP) TMX/mg NP) methanol (%)

TMX B-50-50 3.9 + 0.5%b" 2.1 £ 0.5%¢" 53.8

TMX C-70-30 4.3 4 0.24e" 1.9 + 0.34f° 44.2

TMX BSA-SH 2.1 + 0.5Pe8” 0.7 + 0.08%f" 333

Data marked with the same letter showed significant differences between them.
" Mean+S.D. (n=3).

cles composed by ALG-CYS and BSA-SH confirmed the presence
of both materials in these nanoparticles, in contrast with BSA-SH
nanoparticles which showed a similar behaviour to BSA-SH. The
thermal behaviour of TMX-loaded nanoparticles was very similar
to the unloaded nanoparticles (Fig. 4D and Table 5), allowing it to
conclude that the presence of TMX in the drug-loaded nanopar-
ticles did not cause significant modifications in the stability of
particles.

3.8. Drug release studies

The release of TMX from drug-loaded nanoparticles is shown
in Fig. 5. The maximum drug release from TMX-B-50-50 was
1.3+0.1 pg TMX per mg nanoparticle at 7 h (Fig. 5A); from TMX
C-70-30 it was 2.64+0.06 pg TMX per mg nanoparticle at 26.5h
(Fig. 5B); and from TMX BSA-SH, 0.50+0.01 pg TMX per mg
nanoparticle at 75 h (Fig. 5C).
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Three stages in drug release were established and the release
rate in each stage was determined (Table 5). The drug release
occurred in ashort first stage which was the fastest one, followed by
asecond stage which was slower and longer than the first one. From
this, a very slow release rate was observed in all cases. Comparing
the release rate in the first stage of each nanoparticle formulation,
TMX release was faster from TMX C-70-30 and TMX B-50-50, and
slower from TMX BSA-SH (Table 5). The release rate in the sec-
ond stage became much slower in all cases. Different studies in
which TMX was incorporated into nanoparticles based on synthetic
polymers, such as poly(e-caprolactone) or poly(ethylene-glycol)-
modified cyanoacrilate, showed a fast release of the drug in the
first hours, and the total release of the drug within a 24-h time
interval. The burst release of hydrophobic drugs, like TMX, was
attributed to the predominant surface presence of the drug in the
nanoparticle formulation (Chawla & Amiji, 2002). In BSA-SH/ALG-
CYS and BSA-SH nanoparticles, this fast release of TMX could be
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Fig. 4. TGA first derivative curves of modified and unmodified BSA (A), modified and unmodified alginate (B), unloaded nanoparticles and modified materials (C) and

tamoxifen-loaded nanoparticles and modified materials (D).
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Table 5
Release rates of tamoxifen from nanoparticle formulations.
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Sample First stage Second stage

K (g TMX/mg NP/h) Time (min) K (g TMX/mg NP/h)? Time (h)
TMX B-50-50 2.90(0.890) 0-10 0.31(0.948) 0.5-2
TMX C-70-30 2.72(0.983) 0-30 0.22(0.916) 1-4
TMX BSA-SH 0.15(0.999) 0-30 0.027 (0.972) 1-8

2 Value in parenthesis is 2.

observed in the first stage. Hence, it was concluded that superficial
TMX, whose interactions with the nanoparticles were weaker, was
released in the first stage. Thus, nanoparticles with ALG-CYS in their
composition showed a faster first stage than BSA-SH nanoparticles.
In the second stage, TMX strongly retained by the nanoparticles
was released. Thus, the release rate became much slower in sec-
ond stage. From this, the release rate in all the cases became much
slower. In contrast with the mentioned studies, in any case the
total release of the loaded drug was achieved. It was concluded
that interactions between TMX and albumin were the main regula-
tor factor in the release of the drug and, because these interactions
were very strong, total release of the drug was not achieved. This
partial release of TMX could be an advantage if these drug-loaded
nanoparticles were intravenously administered, since they could
be uptake by cells with a significant amount of antitumoural drug.

3.9. Mathematical modelling of release kinetics

The mechanism of drug release through the mathematical
modelling of dissolution data for the drug delivery systems was
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evaluated. The regression parameters (release kinetic constants
and regression coefficients) obtained after fitting the kinetic mod-
els to the in vitro drug release data are given in Table 6. Modelling
analysis was carried out by fitting the data until the time when a
minimum 73%, 81% and 97% of drug was released from TMX BSA-
SH, TMX C-70-70 and TMX B-50-50 nanoparticles, respectively.
According to the obtained results, formulations were observed to
yield statistically valid correlations with various models (Table 6).

The drug release studies of the three nanoparticle formulation
were in accordance with the square root of time, since all formula-
tions showed good correlation with the Higuchi model.

According to the Korsemeyer-Peppas model, in cases of pure
Fickian release the exponent n has the limiting values of 0.5, 0.45
and 0.43 for release from slabs, cylinders and spheres, respectively.
For drug release from spherical polymer particles of a wide size dis-
tribution, the value of the exponent n for Fickian diffusion depends
on the width of the distribution (Ritger & Peppas, 1987), and n val-
ues lower than 0.43 can be obtained. The obtained values of the
diffusional exponent n for TMX B-50-50 and TMX BSA-SH nanopar-
ticles were lower than 0.43, probably because of the wide size
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Fig. 5. Cumulative amount of TMX released from drug-loaded TMX B-50-50 (A), TMX C-70-30 (B) and TMX BSA-SH (C) nanoparticles. Comparison of the three release curves

during the first 24 h (D).
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Table 6

Statistical parameters of various formulations obtained after fitting the drug release data to the release kinetic models. Model fitting was reattempted until a minimum of
73%, 81% and 97% of drug release from TMX BSA-SH, TMX C-70-70 and TMX B-50-50 nanoparticles, respectively.

Formulation Higuchi K (h=1/2)2 Korsemeyer-Peppas n?

Partition phenomenon
(first order) kg (h~—1)2

Partition phenomenon
(second order) kg (h=1)?

M;/M,, versus t";
n=0.5K (h=12)

TMX B-50-50 0.834 (0.973) 0.36 (0.995)
TMX C-70-30 1,613(0.970) 0.53 (0.972)
TMX BSA-SH 0.119 (0.989) 0.412 (0.993)

0.506 (0.938)
3.154 (0.898)
0.035 (0.982)

2.674(0.938) 0.654 (0.973)
3.15(0.898) 0.485 (0.932)
0.128 (0.990) 0.241 (0.989)

2 Value in parenthesis is 2.

distribution. In case of TMX C-70-30, the obtained value of n is
closer to 0.5 than 0.43. This could be explained because C-70-30
nanoparticle shape was less spherical and had more slab form (see
Fig. 1F).

As all the formulations showed good correlation for the Higuchi
and Korsemeyer-Peppas models, an approximation of this last
model was made in order to confirm the Fickian diffusion com-
ponent in the release of the drug (Chung, Lin, Liu, Tyan, &
Yang, 2009). Korsemeyer-Peppas model was applied consider-
ing in all cases the presence of Fickian diffusion (M;/M,, versus
t"; n=0.5). The results are shown in Table 6, showing in all
cases good correlation for the approximation. According to the
results of the application of Higuchi, Korsemeyer-Peppas model
and the approximation to a Fickian release of Korsemeyer-Peppas
model, it was declared a Fickian release behaviour for all the
formulations.

In accordance with the mathematical model proposed by Reis,
Guilherme, Rubira, and Muniz (2007), the loading of solutes onto
and their release from hydrogel-based devices can be better under-
stood when they are treated as a partition phenomenon. Two
possibilities were considered: one is that solute release follows
reversible first-order kinetics, and the second option is that solute
release follows reversible second-order kinetics (Blanco et al.,
2008). According to the high swelling degree of all the formula-
tions in PBS with 0.5% SDS, this model was applied in order to
confirm a hydrogel behaviour of nanoparticles. After fitting this
mathematical model, it was concluded the presence of a partition
phenomenon in TMX BSA-SH and TMX B-50-50, where the albumin
had a higher presence in composition of nanoparticles and whose
swelling degrees in PBS with 0.5% SDS were higher.

4. Conclusion

Disulfide bond reduced albumin BSA and ALG-CYS were
successfully obtained. Nanoparticles based on BSA-SH and BSA-
SH/ALG-CYS mixtures have been prepared and characterized.
Individual particles with certain spherical tendency and small size
(<300 nm) were obtained in all cases. Modifications in proportion of
reactants in the synthesis process were determinant in nanoparti-
cle composition. FT-IR and TGA studies confirmed the composition
and stability of nanoparticles, as well as the chemical modification
and stability of modified materials. The presence of ALG-CYS in the
nanoparticle composition conditioned the swelling behaviour of
nanoparticles. TMX was successfully incorporated into nanoparti-
cles, and nanoparticle composition conditioned the drug content
in nanoparticles (2-4 pg/mg), as well as the amount and the rate
of drug released. Interactions between the drug and nanoparti-
cle structure conditioned the release of TMX. Total release of the
drug was not achieved in any case; only the 23-61% of the drug
was released. After fitting several mathematical models, a Fickian
release behaviour for all the formulations was declared. Accord-
ing to the obtained results, these nanoparticle formulations are
potential candidates as drug delivery systems for antitumour drug
administration.
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2. Nanoparticulas de alginato y albimina tiolados cargadas con tamoxifeno

como sistemas de liberacion controlada de antineoplasicos.

[Tamoxifen-loaded thiolated alginate-albumin nanoparticles as antitumoral drug
delivery systems. A. Martinez, M. Benito-Miguel, I. Iglesias, ].M. Teijén y M.D.
Blanco. Journal of Biomedical Materials Research A, 100A: 1467-1476 (2012)].

Objetivo:

El objetivo de este trabajo fue la optimizaciéon del proceso de carga de
tamoxifeno en las nanoparticulas basadas en BSA-SH y mezclas BSA-SH/ALG-
CYS sintetizadas mediante coacervaciéon previamente caracterizadas, para
intentar obtener una mayor cantidad de farmaco internalizado. Ademas, se llevo
a cabo la evaluacion de la efectividad de estas nanoparticulas como sistemas de
liberacién controlada de tamoxifeno ensayandolas en cultivos celulares de lineas
tumorales de cdncer de mama humano, MCEF-7, y de cédncer de ovario humano,
HelLa. Para ello, se realizaron estudios de viabilidad celular, cuantificacion de la
internalizaciéon de las nanoparticulas en las células y estudio del efecto del

farmaco sobre el ciclo celular.

Metodologia:

En primer lugar se llevd a cabo la sintesis por coacervacion de las
nanoparticulas compuestas por BSA-SH (BSA-SH NP) asi como por mezclas
50/50 (p/p) y 70/30 (p/p) de ALG-CYS/BSA-SH (B-50-50 NP y C-70-30 NP)
siguiendo la metodologia descrita en el trabajo anterior. Sin embargo, se modific6
el procedimiento de inclusién de tamoxifeno para la obtencién de las
nanoparticulas cargadas con el farmaco. Esta vez se decidié partir de las
nanoparticulas ya secas y liofilizadas, e hincharlas en la solucién etanélica con
una concentracion mas alta de farmaco (500 pg/ml) que la usada en el trabajo
anterior (150 pg/ml), donde ademas se parti6 del pellet himedo de las
nanoparticulas. Tras la incubacién de las nanoparticulas en esta solucion durante
12 h, se procedi6 a la ultracentrifugacion de las nanoparticulas y a su liofilizacién.

El sobrenadante con el farmaco remanente se conservé para estudios posteriores.
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Tras la sintesis de las particulas, se realiz6é su caracterizacion in vitro. En
primer lugar, se llevé a cabo el estudio de tamafio medio y potencial zeta de las
particulas a través de la difusién de la luz cuasielastica. Se caracterizaron tanto

las particulas sin farmaco como las cargadas con tamoxifeno.

Para la determinacion de la cantidad de farmaco incorporada a los sistemas
se llevaron a cabo tres estudios diferentes. Por un lado, se analiz6 la
concentracion de farmaco remanente en el sobrenadante tras realizar la carga de
las nanoparticulas (método indirecto); por otro lado, se llevé a cabo una
extraccion directa del fairmaco con metanol; finalmente, también se llevo a cabo la
degradacion enzimatica de las nanoparticulas mediante tripsinizacion seguida de
la posterior extraccion del farmaco mediante disolventes organicos. Todas las

muestras procedentes de estos estudios fueron procesadas mediante HPLC.

Los estudios de liberacién del farmaco se llevaron a cabo en PBS con 0,5%
SDS a 37°C y agitacion orbital. Las muestras recogidas a diferentes tiempos se

procesaron mediante HPLC.

Para los ensayos en cultivos celulares se seleccionaron dos lineas celulares
diferentes: células MCF-7, de cancer de mama humano y positivas en la
expresion de receptores de estrégenos; y células HelLa, de cancer de ovario
humano y negativas en la expresion de receptores de estrégenos. Con ambas
lineas se llevaron a cabo los ensayos de viabilidad celular, cuantificaciéon de la
internalizacién de las nanoparticulas y estudio del efecto del farmaco sobre el

ciclo celular.

El ensayo de viabilidad celular se realiz6 tanto con las nanoparticulas sin
farmaco, para el estudio de la citocompatibilidad de los sistemas, como con los
sistemas cargados con tamoxifeno, para la evaluacién de la actividad citotoxica
de los mismos. Se seleccionaron dos concentraciones de farmaco, 6 y 10 uM, y
después de 1, 2, 3, 6, y 9 dias de incubacién con el farmaco y las nanoparticulas se

llevé a cabo la evaluaciéon de la viabilidad celular mediante el método del MTT.
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La concentracién de nanoparticulas necesaria para alcanzar estas concentraciones

de farmaco se recoge en la Tabla 1.

El estudio de la internalizacion de los sistemas en ambas lineas celulares se
llevé a cabo de forma cuantitativa y cualitativa. Para ello, se prepararon
nanoparticulas cargadas con un fluoréforo (6-cumarina) de forma que pudiera
realizarse la determinacién a través de la sefial de fluorescencia emitida por los
sistemas internalizados. La determinacién cuantitativa de la internalizacion de
los sistemas se valor6 tras la incubacién de las nanoparticulas con cumarina a
diferentes tiempos y concentraciones, un lavado posterior para eliminar el exceso
de los sistemas no internalizados, la lisis de las células y la cuantificacién de la
sefial fluorescente emitida tras la misma. En el caso de la determinaciéon
cualitativa, se fotografiaron las células con un microscopio de fluorescencia tras

el lavado del excedente de nanoparticulas no internalizadas.

Finalmente, se procedi6 a la evaluacion del efecto del tamoxifeno sobre el
ciclo celular de ambas lineas. Para ello, se seleccionaron las mismas
concentraciones de farmaco y nanoparticulas con tamoxifeno que se emplearon
para el estudio de la viabilidad celular (6 y 10 uM), y se analiz6 mediante
citometria de flujo el efecto del farmaco sobre el ciclo celular de ambas lineas tras
48 h de incubacién. Las nanoparticulas sin fdrmaco también se evaluaron a la
concentraciéon mas elevada para comprobar si podrian tener algtin efecto sobre el

ciclo celular por si mismas.

Resultados:

Los sistemas preparados se caracterizaron en términos de tamafio medio y
potencial zeta mediante la difusion de la luz cuasielastica. Todas las
nanoparticulas mostraron un tamafio medio nanométrico. Las nanoparticulas sin
tarmaco B-50-50 NP, C-70-30 NP, y BSA-SH NP tuvieron un tamafio medio de
449, 361, and 514 nm, respectivamente. En el caso de los sistemas TMX-B-50-50
NP, TMX-C-70-30 NP, y TMX-BSA-SH NP se detrminé tamafio medio 446, 430,

and 498 nm, respectivamente. La medida del potencial zeta dio como resultado
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valores de potencial zeta de -50 + 6, -27 £ 4y -23 £ 6 mV para las nanoparticulas
B-50-50 NP, C-70-30 NP y BSA-SH NP, respectivamente. En el caso de las
nanoparticulas cargadas con tamoxifeno se obtuvieron valores de potencial zeta
de-37+9,-26 £7y -7,2+ 0,3 mV para los sistemas TMX-B-50-50 NP, TMXC-70-30
NP y TMX-BSA-SH NP, respectivamente.

En cuanto a la determinacién de la cantidad de tamoxifeno incluido en las
nanoparticulas, los resultados obtenidos mediante el método indirecto y la
degradaciéon enzimatica estdn recogidos en la Tabla 1. La cantidad de farmaco
cuantificada mediante ambos métodos fue similar. De acuerdo a los resultados
obtenidos, la composicion TMX-C-70-30 NP fue la que mas farmaco incluyd,
mientras que las nanoparticulas TMX-B-50-50 NP y TMX-BSA-SH NP mostraron
cargas de fadrmaco similares. Si se compara con los valores de carga obtenidos en
el trabajo anterior, se consiguié optimizar la carga en el caso de los sistemas
TMX-C-70-30 NP y TMX-BSA-SH NP. En el caso de la extraccion directa con
metanol, se obtuvieron valores de 2,1 £ 0,3, 3,0 £ 0,3, and 2,2 + 0,2 g TMX/mg
NP para las composiciones TMX-B-50-50 NP, TMX-C-70-30 NP, y TMX-BSA-SH
NP, respectivamente, con lo que parte del farmaco seguia quedando retenido en

los sistemas tras su extraccion directa.

Los perfiles de liberacion del farmaco quedan recogidos en la Figura 1. Se
registraron los maximos de liberacion para las nanoparticulas TMX-B-50-50 NP,
TMX-C-70-30 NP y TMX-BSA-SH NP con valor de 2,2 £ 0,2 ng TMX/mg NP a las
2h,292+0,04 ng TMX/mg NP alas4 h,y 2,2+ 0,2 pg TMX/mg NP a las 25 h,
respectivamente. En todas ellas se observa una primera fase de liberacién rapida
en los primeros 10 minutos en la que se libera el 37,18%, 36,85%, y 14,89% del
tamoxifeno incluido en las composiciones TMX-B-50-50 NP, TMX-C-70-30 NP, y
TMX-BSA-SH NP, respectivamente. Tras esta primera fase, se produce una
segunda fase de liberaciéon mas lenta en la que se pudo determinar la velocidad
de liberacion del farmaco para cada composicion: 0,3802 pg TMX/mg NP/h (r2 =
0,923) para las nanoparticulas TMX-B-50-50 NP entre 2 minutos y 2 h de
liberacién; 0,114 png TMX/mg NP/h (r2 = 0,922) para el sistema TMX-C-70-30 NP
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entre 30 minutos y 4 h de liberacién; y 0,09 pg TMX/mg NP/h (r2 = 0,910) para la
composicion TMX-BSA-SH NP entre 30 minutos y 6 h de liberacién. La liberacién
del farmaco no fue completa en ninguno de los tres casos, quedando un 45-51%

de farmaco atin remanente en los sistemas.

Los ensayos de viabilidad celular llevados a cabo con los sistemas sin
farmaco incluido mostraron que, en general, las nanoparticulas eran
citocompatibles (Figura 2), mostrando porcentajes de viabilidad comprendidos
entre 115 £ 9% y 80 + 9% en las MCF7, y entre 127 + 2% y 74 + 5% en las HeLa.
Las tnicas excepciones donde los valores de viabilidad bajaron de estos
intervalos se obtuvieron en las células MCF-7 con los sistemas B-50-50 NP y C-70-

30 NP tras 6 y 9 dias de incubacién y a la concentracion mas alta empleada.

Los ensayos de internalizaciéon celular se llevaron a cabo con las
nanoparticulas marcadas con cumarina, de forma que mediante el estudio, ya sea
cualitativo o cuantitativo, de la sefial fluorescente obtenida se obtendra
informacién sobre la presencia de las nanoparticulas en las células y también de
la cantidad de sistemas internalizada. Los resultados del estudio cualitativo y
cuantitativo se muestran en la Figura 3. Las nanoparticulas que contenian
alginato en su composicion fueron internalizadas en mayor medida que las
nanoparticulas formadas exclusivamente por proteina, tanto en el caso de las
células MCF-7 como en las HeLa. También se observé que la internalizacion
parecia ser mas concentraciéon-dependiente que tiempo-dependiente, ya que en
general se vieron diferencias significativas entre la concentraciéon de 0,5 mg/ml y
1 mg/ml, pero apenas se observaron entre 24 h y 48 h. Ademas, la internalizaciéon
en las células Hela fue cuatro veces mayor que en el caso de las MCF-7. Las
imégenes obtenidas mediante microscopia de fluorescencia (Figura 3) muestran

claramente la interaccion de los sistemas con ambas lineas celulares.

Los resultados de los ensayos de viabilidad celular llevados a cabo con las
nanoparticulas cargadas con tamoxifeno se reflejan en la Figura 4. Cuando el

farmaco y los sistemas se administraron a la concentraciéon de 6 pM, no se
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observaron diferencias significativas entre el fairmaco en disolucién y el incluido
en las nanoparticulas en ninguna de las lineas celulares. Ademas, en el caso de
las Hela apenas se apreci6 el efecto citotéxico del farmaco en ninguna de sus
formas de administracién. Sin embargo, a la concentracion de 10 uM si se
observaron diferencias entre los sistemas cargados con tamoxifeno y la
disoluciéon del farmaco, observdndose una disminucién més gradual de la
viabilidad que la obtenida con el farmaco en disolucién. En las MCF-7 estas
diferencias se observaron a partir del segundo dia en el caso de los sistemas
TMX-B-50-50 NP y TMX-C-70-30 NP, y a partir del sexto dia con las
nanoparticulas TMX-BSA-SH NP. En el caso de las HeLa las diferencias son
claras desde el primer dia de incubacion con los sistemas. Al comparar los datos
de viabilidad celular obtenidos en ambas lineas celulares se observaron valores

de viabilidad mas elevados en las células HelLa que en las MCF-7.

Finalmente, se llevo a cabo el anélisis del efecto del tamoxifeno sobre el ciclo
celular de ambas lineas mediante citometria de flujo. En el caso de las células
HeLa no se observaron diferencias entre las células control sin tratar, las tratadas
con tamoxifeno en disolucién a 6 y 10 pM, y las tratadas con las nanoparticulas
sin farmaco y con farmaco a ambas concentraciones. En definitiva, su ciclo celular
no sufri6 ninguna alteracion después de ninguno de los tratamientos. Sin
embargo, en el caso de las MCEF-7 si se detectaron diferencias (Figura 5). Las
nanoparticulas sin farmaco por si mismas no alteraron el ciclo celular, mostrando
histogramas similares al de las células control. En el caso de la administracion de
6 y 10 pM de tamoxifeno, ya fuera en disolucién o incluido en las nanoparticulas,
se observ6 un aumento del porcentaje de células en la fase G1 y una disminucién

del porcentaje de células en fase S.
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Abstract: Nanoparticles based on disulfide bond reduced bo-
vine serum albumin and thiolated alginate (alginate-cysteine
conjugate) have been prepared by coacervation method and
have been loaded with tamoxifen (TMX). The TMX load into
the nanoparticles was optimized (4-6 pg/mg NP) by freeze-
drying the systems before the loading procedure. Maximum
TMX release (45-52%) took place between 2 and 25 h. Cyto-
toxicity of unloaded nanoparticles in MCF-7 and HelLa cells
was not observed, although a small decrease in viability took
place at very high concentration. Cell uptake of nanoparticles

occurred in both cell types and the presence of polysaccharide
in the nanoparticle composition allowed a better interaction
with cells. The administration of 10 pM TMX by TMX-nanopar-
ticles was effective in both cellular lines, and the effect of the
drug-loaded systems on MCF-7 cell cycle showed the efficacy
of the TMX-loaded nanoparticles. © 2012 Wiley Periodicals, Inc. J
Biomed Mater Res Part A: 100A: 1467-1476, 2012.

Key Words: drug delivery systems, alginate, albumin, nano-
particles, tamoxifen, cell cultures
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INTRODUCTION
Cancer is one of the most important public health problems
and has become the leading cause of death in the world. De-
spite a lot of advances in the last decade, the development
of innovative targeted therapies and the design of rational
drug delivery systems continue to be researched intensely."
One of the main goals of nanomedicine is to develop safe
and effective drug carriers that are systemically applied but
will selectively deliver cytotoxic drugs to tumor cells without
harming normal cells.> Most nanocarriers achieve tumor-
selective accumulation through the enhanced permeability
and retention effect, so that macromolecules in the size range
from 100-1200 nm in diameter can be administered to
achieve a localized action due to the unique structural fea-
tures of many solid tumors (hypervasculature, defective vas-
cular architecture and impaired lymphatic drainage).>™
Among the available potential drug carrier systems in this
size range, protein and polysaccharide-based nanoparticles
play an important role, and their use in these specific systems
with some anticancer drugs shows promising results.®”
Tamoxifen (TMX) has been the clinical choice for anties-
trogen treatment of advanced or metastatic breast cancer
for more than 20 years. It is used as adjuvant or additional

Correspondence to: M. D. Blanco; e-mail: mdblanco@med.ucm.es

therapy following primary treatment for early stage breast
cancer. However, TMX acts as an oestrogen-agonist to the
uterus, increasing the probability of developing endometrial
cancer among other side effects.® Moreover, it shows low
water solubility, which limits the administration route of
this drug to the oral route. Up to now, TMX has been formu-
lated in nanoparticulate carrier systems to overcome these
disadvantages using synthetic polymers, such as poly-g-cap-
rolactone and PEG,>'° as well as using natural polymers.”!!

The objective of the present study is the optimization of
the TMX-loading procedure for the preparation of thiolated
alginate-albumin nanoparticles, which were obtained by the
coacervation method.'* In addition, cell viability and cellular
uptake, as well as the effect of the systems on cell cycle ki-
netic parameters in various cancer cell lines, were studied in
order to evaluate their effectiveness in drug delivery systems.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Alginic acid sodium salt, trypsin from bovine pancreas
(13,000 units/mg solid), gentamicin (50 pg/mL), dimethyl
sulfoxide (DMSO), methylthiazoletetrazolium (MTT), Coumarin

Contract grant sponsor: Ministerio de Ciencia e Innovacidn of Spain; contract grant numbers: FIS PS09/01513, MAT2010-21509-C03-03
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6 + 99%, and TMX were purchased from Sigma-Aldrich (Bar-
celona, Spain). Sodium hydroxide (NaOH), hydrochloric acid
(HCL; 35%), ethanol absolute, triethylamine, methanol (HPLC
gradient grade), ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), potas-
sium chloride (KCl), and potassium dihydrogenphosphate were
purchased from Panreac (Barcelona, Spain). Bovine serum
albumin (BSA, Fraction V), sodium chloride (NaCl), disodium
hydrogen phosphate dehydrated, and sodium dodecyl sulfate
(SDS) were purchased from Merck (Barcelona, Spain). Fetal
bovine serum (FBS), penicillin (50 U/mL), streptomycin
(50 pg/mL), and 0.05% trypsin/0.53 mM EDTA were pur-
chased from Invitrogen Life Technologies, Grand Island, NY.

Methods

Preparation of TMX-loaded nanoparticles. Nanoparticles
of disulfide bond reduced bovine serum albumin (BSA-SH)
and BSA-SH/alginate-cysteine conjugate (ALG-CYS) mixtures
were prepared according to the methodology developed in
previous studies.* Briefly, an aqueous solution of BSA 5%
(w/v) was treated with 2-mercaptoethanol in order to
obtain BSA-SH, and ALG-CYS conjugate was synthesized by
attaching r-cysteine molecules to alginate backbone by a
carbodiimide-mediated reaction.'' Then, a determined
amount of BSA-SH and ALG-CYS was dissolved in 20 mL
1 mM HCI under intense stirring conditions. The obtained
suspension was sonicated (Branson sonifier 450) and the
pH of the suspension was adjusted to 6.5-6.8 with 1M
NaOH. The formation of disulfide bonds was allowed to pro-
ceed for 12 h under intense stirring conditions. After this
time, the resulting suspension was centrifuged (41,000 rpm,
15 min, Beckman Coulter Optima L-100 XP Ultracentrifuge),
and nanoparticles were freeze dried for 24 h at —110°C.
Nanoparticles with 50% ALG-CYS and 50% BSA-SH (B-50-
50 nanoparticles), 70% ALG-CYS and 30% BSA-SH (C-70-30
nanoparticles), and 100% of BSA-SH (BSA-SH nanoparticles)
in their composition were selected for loading the drug.
Then, 20 mg of the obtained nanoparticles was suspended
in 1 mL of a 500 pg/mL TMX solution (in ethanol), and it
was incubated for 12 h at room temperature. Finally, the
suspension was centrifuged (41,000 rpm, 15 min) and
nanoparticles were again freeze-dried. The supernatant was
retained for later characterization studies. All of the experi-
ments with TMX were performed under subdued light as
the drug is highly photosensitive.

Size and zeta potential measurements. Size and zeta
potential measurements of the TMX-loaded and unloaded
systems in deionized distilled water were performed using
a back-scattered quasi-elastic light scattering device (Zeta-
trac NPA-152, Microtrac). Data were processed with Micro-
trac Flex Software.

Estimation of drug content. In order to determine the
TMX loaded into nanoparticles, three different methods
were carried out. In the first one, TMX load was determined
by calculating the difference between the initial and the
final concentration of TMX solution where nanoparticles
were incubated (indirect method). This amount was consid-
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ered to be loaded in the nanoparticles. The second method
consisted of an enzymatic digestion of TMX-loaded nanopar-
ticles with trypsin and a subsequent extraction of the drug
with an organic solvent: 2 mg of TMX-loaded nanoparticles
was suspended in 2 mL of phosphate-buffered saline (PBS,
pH = 7.4), and 100 pg of trypsin was added to the solution.
The digestion process was performed under stirring at 37°C
for 24 h. After this time, TMX was extracted from PBS solu-
tion by the addition of 4 mL of dichloromethane. The tubes
were mixed in a vortex mixer for 10 min and then centri-
fuged for 20 min at 3000 rpm. The organic phase was
transferred to flask vials and evaporated to dryness. The
resulting residue was reconstituted in methanol and then
evaluated by HPLC technique. In order to establish the effi-
cacy of the extraction process, 2 mg of unloaded nanoparticles
was suspended with a known concentration of TMX in PBS
and 100 pg of trypsin, and the same extraction protocol was
followed. The third method consisted of a direct extraction of
the drug from TMX-loaded nanoparticles using methanol:
3 mg of TMX-loaded nanoparticles were suspended in 1 mL
of methanol under stirring conditions during 5 h. After this
time, the suspension was centrifuged (13,000 rpm, 5 min)
and the supernatant was collected for the measurement. The
samples obtained in all processes were analyzed by HPLC.

High-performance liquid chromatography (HPLC) with
fluorescence detector was required to determine the drug
content.’®'® The chromatographic separation was per-
formed on a 25 cm x 4.6 mm RP-Spherisorb ODS2 Cyg col-
umn (5 pm particle size, Waters). The mobile phase con-
sisted of 1% aqueous solution of triethylamine and
methanol 11/89 (v/v). A flow rate of 1 mL/min was estab-
lished. The fluorescence detector was set at an excitation
wavelength of 250 nm and an emission wavelength of
370 nm. A photochemical reactor unit with a wavelength of
254 nm was placed between the detector and the column.
Chromquest 4.2 software (Thermo) was used to process the
obtained data. The limit of detection of TMX established by this
method was 1 ng/mL. Standard solutions (10-2000 ng/mL) of
TMX in methanol were used to obtain the calibration curve, and
a good linear correlation (r* = 0.99) was obtained.

Drug release studies. For drug release studies from TMX-
loaded nanoparticles, 5 mg of drug-loaded nanoparticles
was added to 5 mL PBS (pH = 7.4) with 0.5% SDS contained
in a flask vial at a constant temperature (37°C) and orbital
shaking (100 rpm, Ecotron INFORS HT). TMX is relatively in-
soluble in the aqueous medium, and SDS is an anionic surfac-
tant used to make the release of the drug easier in phosphate
buffer.'* At intervals, 50 puL samples were withdrawn from
the solution in order to follow the change in drug concentra-
tion using HPLC. The removed volume from the vial was
replaced with PBS with 0.5% SDS. Sink conditions were
maintained during drug release experiments.’

In vitro cell culture studies

Cell culture. Human breast adenocarcinoma (MCF7)
cells were obtained from Dr. von Kobbe and human cervical
cancer (HeLa) cells were obtained from Dr. Tierrez. Cells
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TABLE I. Estimation of Tamoxifen Content in Nanoparticles and Concentration of TMX-NP Needed to Obtain 6 and 10 p/M of

TMX in the Cell Culture Medium

Drug content in nanoparticles

Required concentration of
TMX-NP to obtain TMX
concentration in cell culture studies

By difference of concentration
in drug-solution after loading

By tryptic hydrolysis of
the nanoparticles (ng

Concentration of
TMX-NP (ng/mL) to

Concentration of
TMX-NP (ng/mL) to

Sample process (ng TMX/mg NP) TMX/mg NP) obtain 6 pM TMX obtain 10 pM TMX
TMX B-50-50 3.96 * 0.09° 4.1+ 0.4 557.2 928.6
TMX C-70-30 6.1 + 0.2%° 5+1 371.6 619.6
TMX BSA-SH 4.4 + 0.6° 3.8+ 0.4 557.2 928.6

Data marked with the same letter showed significant differences between them.

Data were shown as mean = S.D. (n = 3).

were maintained in Dulbecco’s modified Eagle medium -+
GlutaMax-I, supplemented with 10% heat inactivated FBS,
penicillin (50 U/mL), streptomycin (50 pg/mL), and genta-
micin (50 pg/mL) in a humidified incubator at 37°C and
5% CO, atmosphere (HERA cell, Sorvall Heraeus, Kendro
Laboratory Products Gmbh, Hanau, Germany). Cells were
plated in 75-cm? flask (Sarstedt Ag, Barcelona, Spain) and
were passaged when reaching 95% confluence, by gentle
trypsinization.

Cell viability. Cell viability was evaluated by using the
MTT method. All experimental conditions were performed
in quintuplicate. Each experiment was carried out in tripli-
cate. In preliminary experiments, increasing concentrations
of TMX from 0.01 uM to 1 mM were tested in culture. The
selected concentrations were 6 and 10 pM TMX. Cells were
seeded in 96-well flat-bottom plates at 5000 cells/well in
the case of MCF7 and at 2500 cells/well in the case of
HeLa. After 24 h, the medium was replaced with 100 pL
medium with 1% FBS containing nanoparticles, TMX-loaded
nanoparticles or the drug in solution. The amount of nano-
particles was between 0.372 and 0.929 mg/mL (Table I),
which was in accordance with the concentration of TMX used
in the experiment, considering the TMX load of the particles.
After 1, 2, 3, 6, and 9 days, each well was added with 10 pL
MTT solution (5 mg/mL). After 2 h incubation at 37°C, 5%
CO,, each well was replaced with 100 pL DMSO.'® The cell
viability was determined by measuring the absorbance at
570 nm using a spectrophotometer (Varioskan, Thermo
Fisher Scientific, Barcelona, Spain). Results are presented as
the percentage survival in relation to untreated control cells.

Cellular uptake of nanoparticles. Nanoparticles
(10 mg) were loaded with Coumarin by immersion in 1 mL
of a 1 mg/mL Coumarin solution (in ethanol) at room tem-
perature in dark for 48 h under orbital shaking. After this
time, the suspension was centrifuged (7000 rpm, 5 min),
and the Coumarin-loaded nanoparticles were freeze-dried
for 24 h at —110°C. Cellular uptake of nanoparticles was
investigated with a monoculture of MCF7 cells and HeLa
cells. Cells were seeded in 96-well flat-bottom plates at
10,000 cells per well for MCF7 cells and at 5000 cells per
well for HelLa. Twenty-four hours later, the medium was
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replaced with 100 pL medium with 1% FBS containing
2 mg of unloaded nanoparticles per mL of growth medium
and 0.5-2 mg of Coumarin-loaded nanoparticles per mL of
growth medium. The plates were incubated at 37°C for
24 and 48 h. Then, the cells were washed thoroughly with
PBS in order to remove the nanoparticles, which were not
effectively internalized by the cells. Finally, MCF7 and HeLa
cells were dried overnight and dissolved in 100 pL of lysis
reagent (PBS with 2% SDS and 50 mM EDTA).!® The
remaining nanoparticles were quantified by fluorimetry at
488 nm using a spectrophotometer (Varioskan, Thermo
Fisher Scientific, Barcelona, Spain). In order to calculate the
amount of nanoparticles from fluorescence, calibration
curves (fluorescence versus concentration) were prepared
in the same lysis medium.

Additionally, microscopy studies were carried out before
PBS of the final wash was removed. Localization of fluores-
cent dye was examined by light fluorescence microscopy
(Leica DMIL microscope, Leica Microsystems Switzerland).
Cell cultures were photographed with a Leica DFC 300FX
digital camera and used Leica Application Suite software for
processing the pictures (Leica Microsystems Switzerland).

Cell cycle analysis. The effect of unloaded nanopar-
ticles, TMX-loaded nanoparticles, and TMX in solution on
the cell cycle kinetic parameters of MCF7 and HeLa cells
was investigated using flow cytometry. The selected concen-
trations for the analysis of TMX-loaded nanoparticles and
drug in solution were 6 and 10 pM TMX, which were the
selected concentrations in cell viability study (Table I). In
case of unloaded nanoparticles, only the maximum concen-
tration used in viability studies was tested in this analysis.
Cells were seeded in 24-well flat-bottom plates at 100,000
cells per well for MCF7 and HeLa cells. Twenty-four hours
later, MCF-7 cells and HeLa cells in exponential phase of
growth were treated with the correspondent dose of each
type of nanoparticle for 48 h, then harvested by trypsiniza-
tion, and washed with ice-cold PBS and fixed by 70% etha-
nol at —20°C for 45 min. The fixed cells were then washed
twice with ice-cold PBS and suspended in 150 pL of PBS. A
total of 5 puL of 10 mg/mL RNase A (Roche) was added at
37°C for 30 min, and finally the cells were stained with 25 pL
of 1 mg/mL propidium iodide.'” Cell cycle distribution was
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analyzed using FACScalibur flow cytometer Data from 5000
cells per sample, which were collected and analyzed using the
CellQuest software (BD Biosciences, Mountain View, CA).

Statistical analysis. Statistical comparisons were per-
formed with unpaired Student’s t-test. A value of p < 0.05
was considered significant.

RESULTS AND DISCUSSION

Size and zeta potential measurements

The prepared nanoparticles were characterized in terms of
mean size and surface charge. Each nanoparticle formulation
was analyzed using quasi-elastic light scattering analysis.

All nanoparticles showed nanometric mean size. B-50-
50, C-70-30, and BSA-SH unloaded systems showed an aver-
age diameter of 449, 361, and 514 nm, respectively. TMX-B-
50-50, TMX-C-70-30, and TMX-BSA-SH nanoparticles showed
a mean diameter of 446, 430, and 498 nm. According to
these results, it seemed that the drug loading process did
not highly affect to the size of nanoparticles.

Zeta potential analysis revealed that B-50-50, C-70-30,
and BSA-SH unloaded systems had zeta potential values of
—50 £ 6, —37 £ 4, and —23 = 6 mV, respectively. Negative
values of zeta potential were expected in these formulations
because nanoparticles based on alginate and BSA prepared
in other studies showed negative superficial charge val-
ues."®' In case of TMX-loaded systems, TMX-B-50-50, TMX-
C-70-30, and TMX-BSA-SH nanoparticles showed zeta poten-
tial values of —37 = 9, —26 = 7, and —7.2 * 0.3 mV,
respectively. It has been reported in other works?® that the
presence of TMX into the nanoparticle structure decreases
the negative value of superficial charge of the system, becom-
ing positive in some cases.?! Thus, less negative values of zeta
potential were obtained in our TMX-loaded systems. This dif-
ference in superficial charge on TMX-loaded nanoparticles
was probably due to the surface localization of the drug. As
TMX is a weak base with a pK, of 8.85, it is expected to be
positively charged in the nanoparticle suspension, causing a
decrease in the negative value of zeta potential.” Surface
localization of TMX was later confirmed in the quantification
of drug content by the extraction with methanol, and the
burst release observed in the in vitro release profile.

Estimation of drug content in nanoparticles

Three different methods were carried out to determine the
drug content. Indirect method, enzymatic degradation, and
direct extraction with methanol were performed in order to
quantify the TMX load of the systems.

According to the indirect method, TMX-C-70-30 nanopar-
ticles included more drug than TMX-B-50-50 and TMX-BSA-
SH nanoparticles, which showed similar values of loaded
drug (Table I). Comparing with the previous study,'’ a
higher TMX-load was found in case of TMX-C-70-30 and
TMX-BSA-SH. Thus, loading the drug after the freeze drying
process allowed the optimization of the loading process in
case of these two systems. Different factors have to be con-
sidered. On the one hand, a higher concentration of TMX
was used in the drug solution where nanoparticles were
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incubated (500 pg/mL instead of 150 pg/mL). Conse-
quently, a higher amount of drug was available for being
loaded into nanoparticles. On the other hand, the effect of
freeze drying has to be taken into account. Freeze drying is
a commonly used process for drying drug nanosuspensions
where nanoparticles suffer various stresses.”? For this rea-
son, different interactions could be established between
nanoparticles and the drug if the loading process is carried
out before or after the loading process, which could condi-
tion the TMX load in the systems.

Considering the results of the enzymatic degradation
method, TMX load calculated by indirect method seems to
be confirmed by this method, showing no significant differ-
ences between both procedures (Table I).

In case of the TMX extraction with methanol, TMX-B-50-
50, TMX-C-70-30, and TMX-BSA-SH showed values of 2.1 *=
0.3, 3.0 = 0.3, and 2.2 = 0.2 pg TMX per mg nanoparticle,
respectively. According to the results obtained in this study
and in the previous one,'" only part of the TMX included
into the nanoparticles was extracted using this method due
to the high hydrophobic character of TMX, and the strong
interactions established with the hydrophobic regions of the
albumin and other plasma proteins.?®* Thus, only 53, 50, and
50% of the TMX included into TMX-B-50-50, TMX-C-70-30,
and TMX-BSA-SH nanoparticles, respectively, was obtained
by this method. This amount of extracted drug should corre-
spond with the most superficial TMX included into the sys-
tems, because the superficial presence of the drug into the
nanoparticles was previously confirmed with less negative
values of zeta potential in case of TMX-loaded systems.

Drug release studies

The release of TMX from drug-loaded nanoparticles is
shown in Figure 1. The maximum drug release from TMX-B-
50-50 was 2.19 = 0.2 pg TMX per mg nanoparticle at 2 h
(Fig. 1); from TMX C-70-30, it was 2.92 = 0.04 pg TMX per
mg nanoparticle at 4 h (Fig. 1); and from TMX BSA-SH, 2.18
* 0.2 pg TMX per mg nanoparticle at 25 h (Fig. 1).

The drug release occurred in a short and fast first stage for
the first 10 min at which 37.18, 36.85, and 14.89% of loaded
TMX in TMX-B-50-50, TMX-C-70-30, and TMX-BSA-SH, respec-
tively, was released. From this, a slower second stage was
established and TMX release rate was determined: 0.3802 pg
TMX/h per mg nanoparticle (* = 0.923) between 20 min to
2 h in case of TMX-B-50-50; 0.114 ng TMX/h per mg nanopar-
ticle (r* = 0.922) between 30 min to 4 h in case of TMX-C-70-
30; and 0.09 pg TMX/h per mg nanoparticle (r* = 0.910)
between 30 min to 6 h in case of TMX-BSA-SH.

The burst release of hydrophobic drugs, such as TMX,
was attributed to the predominant surface presence of the
drug in the nanoparticle formulation,® which was previously
confirmed by the value of zeta potential and the extraction
with methanol from TMX-loaded systems. This superficial
TMX, whose interactions with the hydrophobic regions of
BSA were weaker, was mostly released in the first stage and
was more relevant in case of formulations with ALG-CYS in
composition. In the second stage, when release became
much slower, TMX more strongly retained by nanoparticles
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FIGURE 1. Cumulative amount of TMX released from drug-loaded
TMX B-50-50 (—m—), TMX C-70-30 (—e—) and TMX BSA-SH (—a—)
nanoparticles. Comparison of the three release curves during the first
24 h. [Color figure can be viewed in the online issue, which is avail-
able at wileyonlinelibrary.com.]

was released. As it was concluded in previous studies, !
interactions between TMX and albumin were the main regu-
lator factor in the release of the drug. From this second
stage, an equilibrium phase between the release medium and
nanoparticles was established, showing at times lower drug
concentrations than the maximum drug release value. Accord-
ing to different studies, TMX showed good stability in the
release medium for several days®* and degradation of the
drug could not have been happened during the 24 h in which
drug release was studied. Thus, lower drug concentrations
than the maximum drug release could only occur if part of
the released drug would be captured again by the system
causing some fluctuations in concentration of the released
drug. Interactions between the system and the released drug
could be established again due to the hydrogel behavior and
the high swelling degree of the systems in PBS.*!

Moreover, the complete release of the included drug was
not achieved in any case, as the maximum drug release
from TMX-B-50-50, TMX-C-70-30, and TMX-BSA-SH corre-
sponds with 55, 48, and 49% of the TMX-loaded, respec-
tively. Therefore, part of the loaded drug is still entrapped
into the nanoparticle structure, even at favorable conditions for
releasing the drug, such as the presence of SDS in the release
medium. The partial release of TMX from these nanoparticles
could be seen an advantage since they could be uptaken by
cells with a significant amount of antitumoral drug only avail-
able when these systems would be uptaken by tumoral cells
and enzymatically degraded in the cellular medium.

Cell culture studies

As cell sensitivity to nanoparticulate drug delivery systems
can vary depending on the cell line where they are assayed,
two different cellular lines were used in in vitro cellular
studies. MCF7 cell line is estrogen receptor (ER)-positive,
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whereas HeLa cell line is ER-negative.>> MCF7 has been fre-
quently used for studying the effects of antiestrogenic
agents on growth of malignant cells in vitro.?® Different
studies showed HeLa cell line as a comparative model,
which exhibited antiestrogen-induced growth inhibition that
was reversible and comparable with growth inhibition
achieved in MCF7 cultures but independent of the ER.2”

In general, the cytotoxicity of BSA-SH/ALG-CYS and BSA-
SH nanoparticles was low. These studies were carried out at
1, 2, 3, 6, and 9 days for high and low concentrations of
nanoparticles. The range of cell survival, in presence of vari-
ous concentrations of unloaded nanoparticles (371.6-928.6
pg/mL), was between 115 £ 9% and 80 = 9% for MCF7
(with the exceptions of high concentrations of B-50-50 and
C-70-30 after 6 and 9 days of incubation; Fig. 2) and
between 127 * 2% and 74 *= 5% for HeLa (Fig. 2). Thus,
BSA-SH nanoparticles had good biocompatibility and pro-
duced minimal cytotoxicity in both cellular lines, even at
high concentrations and after 9 days of incubation. In case
of B-50-50 and C-70-30 nanoparticles, they showed good
biocompatibility and produced minimal cytotoxicity in HeLa
cells during the complete experiment and in MCF-7 cells
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FIGURE 2. Cytotoxicity of unloaded NP in MCF7 and Hela cells. Cell
viability of (A) MCF7 and (B) Hela: without NP (lll); with unloaded B-
50-50 at a concentration 557.2 pg/mL ([I) and at 928.6 pg/mL (&);
with unloaded C-70-30 at a concentration 371.6 pg/mL (] and at
619.6 png/ml (E); with unloaded B-50-50 at a concentration 557.2 pg/
mL ([7) and at 928.6 pg/mL ([E3); concentration of nanoparticles was in
accordance with data of Table I. Data were shown as mean = SD (n =
5). [Color figure can be viewed in the online issue, which is available
at wileyonlinelibrary.com.]
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did not show significant statistical differences between them (p > 0.05). Data marked with the same letter showed significant statistical differen-
ces between them (p < 0.05). [Color figure can be viewed in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

during the three first days of incubation, even at high con-
centrations. However, as the concentration of unloaded
nanoparticles increased, a cytotoxicity effect was observed
in MCF7 cells after 6 and 9 days of incubation.

Fluorescence markers are frequently used in cellular
uptake studies.?®?? Cell uptake features of Coumarin-loaded
nanoparticles were evaluated in order to quantify the inter-
action between cells and nanoparticles. The quantitative
analysis is shown in Figure 3, where the amount of included
nanoparticles per surface is represented at different times
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(24 and 48 h) and two selected concentrations of Couma-
rin-loaded nanoparticles (0.5 and 1 mg/mL) for both cell
lines. In case of MCF7, significant differences between the
uptake of the three systems at each concentration were
found at 24 h [Fig. 3(A)]. The same occurred at 48 h with
the exception of B-50-50 and C-70-30 at 0.5 mg/mL, where
no significant differences were found [Fig. 3(B)]. Besides, in
order to establish a correlation between uptake and time,
uptake results of each nanoparticle in a specific concentra-
tion at 24 and 48 h were statistically compared. No
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FIGURE 4. Cell viability of MCF7 (A, B) and HelLa (C, D) in the presence of 6 uM (A, C) and 10 pM (B, D) of tamoxifen (TMX): without drug
(—e—); TMX solution (—¥—); TMX-B-50-50 nanoparticles (—m—); TMX-C-70-30 nanoparticles (—&—); TMX-NP-BSA-SH nanoparticles (—3¢-). Data
were shown as mean = SD (n = 5). [Color figure can be viewed in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

correlation between uptake and these measured times was
found as statistically significant but the case of B-50-50 at
0.5 mg/mL and BSA-SH at 1 mg/mL, where a significant
increase of the uptake was detected with the incubation time.
In case of HeLa cells, significant differences between the
uptake of the three systems at both concentrations were
found at 24 h [Fig. 3(C)] and 48 h [Fig. 3(D)] with the excep-
tion of B-50-50 and C-70-30 at 0.5 mg/mL at both incubation
times, where no significant differences were found. In this
case, a significant increase of the uptake was detected between
24 and 48 h within the three systems with the exception of B-
50-50 at 0.5 mg/mL and BSA-SH at 1 mg/mL, where no signifi-
cant differences were observed. Moreover, nanoparticle pene-
tration in HeLa cells was almost four times larger than thus
observed in MCF7 cells. As these are not targeted-systems, the
uptake of the nanoparticles should take place by unspecific
mechanisms in both cell lines as other studies described.** All
in all, B-50-50 and C-70-30, which included alginate in their
composition seemed to interact better than BSA-SH nanopar-
ticles (Fig. 3), especially C-70-30, which would indicate that the
more presence of polysaccharide in nanoparticle composition,
the better penetration in cells.

To visualize the cellular uptake of Coumarin-loaded
nanoparticles, MCF7 and HeLa cells were observed by fluo-
rescence microscopy [Fig. 3(E,F)]. As Coumarin has green
fluorescence, the presence of fluorescence-marked nanopar-
ticles was easily observed.
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Two concentrations of TMX (6 and 10 uM) were admin-
istered to MCF7 and HeLa cells by solutions of the drug and
by TMX-loaded nanoparticles (Fig. 4). In case of MCF-7, the
decrease in viability in the presence of 6 uM TMX administered
by TMX-loaded nanoparticles was similar to that observed
when TMX was administered in solution [Fig. 4(A)]. In case of
10 uM TMX, the decrease in cell viability when TMX was
administered by TMX-loaded nanoparticles was more gradual
than that observed when TMX was administered in solution.
From 2 days of exposure in case of TMX-B-50-50 and TMX-
C70-30, and after 6 days in case of TMX-BSA-SH nanoparticles
[Fig. 4(B)], the decrease in cell viability was according to a
TMX controlled release from the systems, so not all the TMX-
loaded into nanoparticles was immediately available for cells
and the effect of the drug was gradually observed.

In case of HeLa cells cytotoxicity was not observed at
6 uM TMX administered by TMX-loaded nanoparticles and
TMX solution [Fig. 4(C)]. Meanwhile, a gradual decrease in
cell viability was observed when 10 pM TMX was adminis-
tered by TMX-loaded nanoparticles after 24 h exposure of
cells. When TMX was administered in solution, the percent-
age of viability was highly reduced from the first 24 h of
exposure, so the gradual action of nanoparticles was due to
the slowly release of the drug from the systems. The grad-
ual reduction on cell survival in both cellular lines when
TMX-loaded nanoparticles were administered in cells
showed the efficacy of the systems.
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FIGURE 5. Effect of tamoxifen (TMX) on the DNA distribution histograms of MCF7 cells 48 h after drug treatment. [Color figure can be viewed

in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

The survival rates of HeLa cells were higher than the
corresponding ones of MCF7 cells at 6 pM TMX, which
shows up the different minimal concentration of action of
TMX in both cell lines. This fact probably depends on the
different action mechanism of TMX in these cell lines.”* The
antiproliferative mechanism of TMX in ER-positive breast
cancer MCF7 line seems to include mainly the inhibition of
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estrogen binding to its receptor;***! and the fact that MCF7
cells take up TMX through nonspecific endocytosis.” Fur-
thermore, as it was observed in some in vitro experiments,
sensitivity to the growth inhibitory effect of TMX does not
correlate directly with the ER receptor content of the tumor
cells,®* exerting its action on ER-negative breast cancer cells
by modulating protein kinase C via oxidative stress.*®

ANTITUMORAL DRUG DELIVERY SYSTEMS



Regarding HeLa cells, TMX activates different MAPKs (ERK2
and JUN1) in this cell line.*

To assess the effect of TMX-loaded nanoparticles and
TMX in solution on the cell cycle, MCF7 and HeLa cells were
treated with the concentrations of the drug, which were pre-
viously used in the cell viability assay (6 and 10 pM) for
48 h, and then they were prepared for flow cytometry in the
presence of propidium iodide to stain the nuclear DNA.

In case of HeLa cells (data not shown), any effect on
their cell cycle was observed when they were treated with
nanoparticles as well as with TMX in solution. They showed
similar percentages of G; phase and S phase cells in case of
cells treated with unloaded and TMX-loaded nanoparticles
and TMX in solution to those obtained in case of control
cells (70.21% Gy; 13.33% S and 16.46% G, +M). TMX, like
other antiestrogens, exert its effects on cell cycle by binding
to oestrogen receptor and then translocating it to the
nucleus, where steps leading to oestrogen-regulated events
such as tumor growth are inhibited.>® As it was explained
before, HeLa cells are ER-negative and TMX effect is medi-
ated by a different mechanism in these cells, based on the
activation of MAPKs, which play a critical role in phospho-
rylation and activation of various transcription factors as
well as in apoptosis.>*®3” Because of the absence of ER in
these cells, and according to the different mechanism of the
TMX in this cell line, specific differences in cell cycle param-
eters were not found in this study.

In case of MCF7, the DNA distribution histograms for
MCF7 control cells and MCF7 cells that had been treated
with various doses of TMX-loaded nanoparticles, unloaded
nanoparticles, and TMX in solution for 48 h are shown in
Figure 5. Percentages of Gy, S, and G,+M phase cells are
represented in the figure. As it was observed, both doses of
TMX-loaded nanoparticles and TMX in solution caused a simi-
lar decrease in the percentage of S phase cells and a concom-
itant increase in the percentage of MCF7 cells in G; phase
(Fig. 5). Unloaded nanoparticles were tested in cells as well
at the concentration, which corresponded with the maximum
concentration of nanoparticles used in the study. According
to the obtained results, MCF7 treated with the unloaded-sys-
tems showed a similar behavior in their cell cycle kinetics as
MCF7 control cells (Fig. 5). Thus, the observed effect on cell
cycle in case of cells treated with drug-loaded systems was
caused by the action of the drug and not by the nanoparticle
structure itself as the changes in cell cycle parameters were
comparable with those observed in cells treated with TMX in
solution for 48 h. Different studies have reported the TMX
effect on the growth of MCF7 at various intervals of time, 3839
and it was established that the majority of changes occurred
during the first 24 h of exposure to the drug and thereafter
remained constant.*° According to the results, the effect of
released TMX from nanoparticles on cellular cycle was simi-
lar to that observed with TMX in solution, which shows that
entrapped TMX into nanoparticles has not suffered any
chemical modification which could affect to the mechanism
of action of the drug. Therefore, as the same effect on MCF-7
cells has been described, TMX-loaded nanoparticles would be
consider as effective as TMX in solution.
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Previous studies had demonstrated that TMX treatment
of asynchronous cultures of MCF7 cells resulted in growth
inhibition, which was associated with the accumulation of
cells in the Go—G; phase of the cell cycle.***! Furthermore,
it was described that changes in cell cycle kinetic parame-
ters seen with doses of 1-12.5 uM TMX were compatible
with TMX acting at the same loci as oestrogen within cell
cycle*? A dose-dependent reduction in cell survival with
exposure of exponentially growing cells to TMX was also
found, correlating to some extent with the growth inhibitory
effects.?® In the present study, it has been found that 6 and
10 uM TMX doses acted modifying the percentage of G,
phase and S phase cells in a similar way, not allowing the
dose-dependent effect to be observed. Studies in different
laboratories have shown that the response of human breast
cancer lines to TMX in vitro is strongly influenced by the
culture conditions employed,** making difficult to compare
various studies on TMX sensitivity performed under differ-
ent experimental conditions.

CONCLUSION

Nanoparticles based on BSA-SH and BSA-SH/ALG-CYS mix-
tures have been prepared by coacervation method. The loading
procedure of TMX was performed after freeze drying the sys-
tems and the obtained nanoparticles were characterized. TMX
was successfully incorporated into nanoparticles after the
freeze-drying process (4-6 ng/mg NP), and a higher amount
of loaded drug was achieved into TMX-C-70-30 and TMX-BSA-
SH systems. Total release of the drug was not achieved in any
case; only the 45-52% was released. Unloaded nanoparticles
were not toxic to MCF-7 and Hela cells in vitro, except at high
concentrations in case of polysaccharide-based systems in
MCF-7 cells. The study of nanoparticle uptake by both cellular
lines showed that the presence of polysaccharide in nanopar-
ticle composition allowed a better interaction between the sys-
tems and the cells. Viability studies of the systems showed
effective elimination of carcinoma cells, and the mechanism of
action of the released drug from nanoparticles on the cell cycle
of MCF-7 cells was the same as TMX when administered in so-
lution, showing the efficacy of the drug-loaded systems.
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Metodologia y Resultados

3. Eficacia preclinica mejorada del tamoxifeno formulado en nanoparticulas de

alginato-cisteina/albtimina reducida.

[Enhanced preclinical efficacy of tamoxifen developed as alginate-
cysteine/disulfide bond reduced albumin nanoparticles. A. Martinez, E. Mufiz,
I. Iglesias, J.M. Teijon y M.D. Blanco. International Journal of Pharmaceutics, 436:
574-581 (2012)].

Objetivo:

El objetivo de este trabajo fue la evaluacién de la eficacia antitumoral in vivo
del tamoxifeno incorporado en nanoparticulas basadas en diferentes mezclas de
BSA-SH/ALG-CYS, previamente caracterizadas in vitro, mediante Ia
administraciéon subcutdnea de los sistemas en un modelo de cancer de mama
xenograft (MCF-7) desarrollado en ratones atimicos. La efectividad de los
sistemas se valor6 comparativamente respecto a la acciéon del farmaco

administrado en disolucién sin vehiculizar.

Metodologia:

Las nanoparticulas con tamoxifeno que se evaluaron en este estudio fueron
preparadas siguiendo el protocolo desarrollado en los estudios anteriores,
realizando el proceso de inclusién del fdrmaco de acuerdo al método de
optimizacioén llevado a cabo en el trabajo previo (partiendo de las nanoparticulas
liofilizadas y empleando una disolucién de tamoxifeno con una concentracion
elevada). Las composiciones seleccionadas para este estudio in vivo fueron
aquellas formadas por mezclas de proteina y polisacarido modificados: B-50-50
NP y TMX-B-50-50 NP, las cuales partian inicialmente de 50% de ALG-CYS y
50% BSA-SH en su composicién, y C-70-30 NP y TMX-C-70-30 NP, que partian
inicialmente de 70% de ALG-CYS y 30% BSA-SH. La cantidad de farmaco
incluida en estas composiciones fue 3,96 + 0,09 yTMX/mg NP en el sistema TMX-
B-50-50 NP, y 6,1 £ 0,2 pTMX/mg NP en el sistema TMX-C-70-30 NP.

La linea celular seleccionada para el desarrollo de los tumores xenograft fue

la linea celular MCF-7 de cancer de mama humano. Las células se cultivaron
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siguiendo el procedimiento rutinario, y antes de la inoculacién en los ratones se
tripsinizaron y se resuspendieron en medio de cultivo, manteniéndolas en hielo

hasta su inyeccion.

En cuanto a los ratones empleados para el estudio, se seleccionaron ratones
hembra atimicos nu/nu de 4 semanas de edad, que se mantuvieron en
condiciones de esterilidad y comida y bebida a demanda. Las células se
inyectaron subcutaneamente en el lateral derecho de los ratones (107 células/0,3
ml) que se mantuvieron anestesiados con isoflurano durante la inoculacién. Los
animales recibieron inyecciones subcutdneas semanales de valerato de 17-f3-
estradiol tras la implantacion de las células para favorecer el crecimiento del
tumor. Una vez que los ratones hubieron desarrollado un tumor palpable (~400
mm?), el tratamiento hormonal se suspendié y los ratones se distribuyeron
aleatoriamente en 6 grupos de cinco ratones cada uno: grupo control (a los que se
les administré suero salino), dos grupos placebo tratados con los sistemas B-50-
50 NP y C-70-30 NP, un grupo tratado con las nanoparticulas TMX-B-50-50 NP,
un grupo tratado con las nanoparticulas TMX-C-70-30 NP vy, finalmente, un
grupo tratado con el farmaco en disoluciéon. La cantidad de farmaco
administrada en cada inyeccion fue de 36 pg, y las inyecciones se llevaron a cabo
cada 3 dias durante 21 dias. El tamafio del tumor se obtuvo midiendo cada tres
dias dos diametros perpendiculares del mismo y calculando el volumen de cada

tumor aplicando la ecuacién incluida en la metodologia del trabajo.

Una vez se finaliz6 el tratamiento, un ratén de cada grupo se perfundié con
paraformaldehido 4%, y su tumor se aislo6 y post-fijo de nuevo en
paraformaldehido 4%. El resto de los ratones se sacrificaron y se extrajeron
muestras de plasma, del atero y de los ovarios, y de los tumores. Las muestras se
congelaron para ser procesadas después en el estudio de biodistribucion del

farmaco.

Las muestras de tumores post-fijadas en paraformaldehido 4% se incluyeron

en parafina para la preparacion de bloques s6lidos con los que llevar a cabo los
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cortes de tejido necesarios para las tinciones histolégicas y los estudios de

inmunohistoquimica.

El estudio histolégico de los tumores se llevé a cabo mediante la realizacion
de tres tinciones basicas: hematoxilina-eosina, azul de toluidina y azul alcian

hemalumbre picro-indigo.

El estudio de inmunohistoquimica se bas6é en la detecciéon de Ki-67, un
antigeno nuclear presente en células proliferativas y ausente en células
quiescentes, a través de un anticuerpo primario especifico de dicho antigeno
(anticuerpo anti-Ki 67 humano realizado en ratén). Para revelar la presencia de
dicho antigeno, se llevaron a cabo dos métodos diferentes tras la incubacién con
el anticuerpo primario: el primero consistié en un revelado en campo claro y el
segundo empleo la fluorescencia para detectar la presencia del antigeno. Para el
método del campo claro se emple6 un anticuerpo secundario IgG biotinilado, que
se incubd posteriormente con una mezcla avidina-biotina y se revel6 empleando
diaminobenzidina. Para el método fluorescente se empleé un anticuerpo
secundario conjugado con un fluoréforo (anticuerpo realizado en conejo anti-
raton y unido a rodamina). Para asegurar la especificidad del anticuerpo
primario, algunos cortes se incubaron sélo en presencia de ambos anticuerpos

secundarios para emplearlos como control negativo.

Para estudiar la biodistribucién del tamoxifeno y uno de sus metabolitos mas
importantes, el 4-hidroxitamoxifeno, las muestras de plasma, ttero y ovarios y
tumores se homogenizaron siguiendo el procedimiento descrito en Ila
metodologia. A continuaciéon se llevé a cabo la extraccion del farmaco de cada
una de ellas mediante un disolvente organico y los extractos fueron procesados

mediante HPLC.

Resultados:
Para evaluar la actividad antitumoral del tamoxifeno administrado en las
nanoparticulas se emple6 un modelo de tumor de mama xenograft desarrollado

en ratones atimicos. Antes del inicio de cada uno de los tratamientos, se
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realizaron estudios preliminares de biocompatibilidad de las nanoparticulas
administrando una dosis tnica de cada tipo de sistema en ratones sin tumor para
comprobar que no se producia el rechazo del tratamiento. Se comprob6 que las
nanoparticulas se toleraban bien y se degradaban por completo en 15 dias tras su
administracién (resultados no mostrados en el trabajo). Asi pues, tras realizar
esta comprobacion, el tratamiento con las nanoparticulas con fdrmaco y sin él, asi
como con el farmaco en disolucidon, comenzé una vez los ratones hubieran
desarrollado tumores palpables, administrando la dosis correspondiente de cada
tipo de tratamiento cada 3 dias durante 21 dias. Todos los tratamientos fueron
bien tolerados por los animales ya que no se produjeron pérdidas de peso

significativas (Datos no mostrados).

La medida del volumen del tumor se realiz6 cada tres dias para estudiar su
evolucion (Figura 1). Ademads, con estos valores se establecieron dos velocidades
de crecimiento del tumor (Tabla 1): V1 o velocidad de crecimiento del tumor
antes de comenzar los tratamientos, la cual se determiné para un grupo tnico
que incluia todos los ratones antes de distribuirlos en los grupos, obteniendose
un valor de 23 mm3/dia (0,928); y V2 o velocidad de crecimiento del tumor tras el
comienzo los tratamientos y que se estableci6é para cada uno de los grupos, cuyos
valores se recogen en la Tabla 1. Con estos valores, se calcul6 el indice V2/V1 para
analizar posibles diferencias entre el crecimiento del tumor en cada grupo antes y

después del tratamiento.

Como se puede apreciar en la Figura 1, los tumores de los ratones
pertenecientes al grupo control y al grupo de las nanoparticulas placebo C-70-30
NP crecieron rapidamente y se mantuvieron asi durante todo el experimento.
Ademas, los indices V2/V1 de ambos grupos fueron muy similares (Tabla 1),
indicando que no habia diferencias en el crecimiento del tumor de ambos grupos.
En el caso del grupo de las nanoparticulas placebo B-50-50 NP, se encontraron
volimenes de tumor significativamente mas bajos que los del grupo control al
comienzo del tratamiento; sin embargo, estas diferencias desaparecieron a partir

del dia 40 hasta el final del experimento, cuando los tumores comenzaron a
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crecer mas rapido, detectandose finalmente un indice V2/V1 similar al del grupo

control y al de las nanoparticulas placebo C-70-30 NP (Tabla 1).

En cuanto a los grupos de ratones tratados con tamoxifeno, los voliimenes de
los tumores tratados con las nanoparticulas TMX-B-50-50 NP, y especialmente
con las nanoparticulas TMX-C-70-30 NP, fueron significativamente mas
pequeiios que los tumores tratados con el farmaco en disoluciéon (Figura 1),
aunque en el caso de las nanoparticulas TMX-B-50-50 NP los voltiimenes parecian
igualarse a los del farmaco libre al final del experimento. El indice V2/ V1 fue <1
en todos los grupos tratados con tamoxifeno, pero la administracién del farmaco
incluido en los sistemas condujo a la obtencién de volimenes de tumor mas

pequeiios, indicando una mejora en la eficacia terapéutica del farmaco.

Con el objetivo de confirmar la efectividad de los sistemas con farmaco
incluido, se realizaron estudios histolégicos e inmunohistoquimicos de los

tumores procedentes de cada grupo de tratamiento.

Los resultados de los estudios histolégicos mediante la tinciéon de azul de
toluidina y hematoxilina-eosina se mostraron en las Figuras 2 y 3,
respectivamente. La tincién con azul alcian hemalumbre picro-indigo se incluy6
como material suplementario (Figura S-1). La interpretacién de las tres tinciones
béasicas permitié obtener las siguientes conclusiones. En el caso de los tumores
del grupo control, se observé la presencia de células con morfologia poliédrica,
en cuyos ndcleos se podia observar la cromatina dispersa y nucléolos
prominentes (Figura 2A), agrupadas en grandes masas solidas sin apenas

presencia de tejido conectivo (Figura S-1A).

Ademas, se encontraron muchas células en diferentes fases de division
celular (Figura 2A y 3A). Los tumores obtenidos de los grupos tratados con las
nanoparticulas placebo, tanto las B-50-50 NP como las C-70-30 NP presentaron
un aspecto muy similar a los del grupo control, con lo que las conclusiones
extraidas fueron las mismas (imigenes no mostradas). Sin embargo, se

observaron diferencias estructurales muy claras entre estos grupos y los tratados
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con las nanoparticulas cargadas con tamoxifeno, especialmente respecto al
sistema TMX-C-70-30 NP. Los tumores tratados con estas nanoparticulas
mostraron una elevada desorganizacién estructural, como muestran las Figuras
2Cy 2D, 3C y 3D, y S-1C y S-1D. Se encontraron zonas de tejido retraido, con
organizaciones sincitiales y células muy adheridas. Ademads, también se observo
la ausencia o poca presencia de mitosis y la elevada presencia de tejido conectivo,
confirmando la elevada desorganizacién de estos tejidos, y muy especialmente en
los tratados con la composicion TMX-C-70-30 NP. En el caso de los tumores
tratados con tamoxifeno en disolucién también se apreciaron algunas diferencias
respecto a los tumores del grupo control, como una mayor presencia de tejido
conectivo (Figura S-1B) asi como de areas mas desorganizadas. Sin embargo, la
presencia de células en estado de division mitética era notable y casi comparable
a las encontradas en el caso de los tumores control (Figura 2B y 3B). Por tanto, la
eficacia antitumoral del tamoxifeno fue mayor cuando se administré incluido en

las nanoparticulas que cuando se administré sin vehiculizar en disolucion.

Para diferenciar mds especificamente las células proliferantes de las
quiescentes se llevé a cabo la deteccion del antigeno nuclear Ki-67 en los tejidos
tumorales. Su presencia se revel6 mediante dos métodos diferentes, en campo
claro y fluorescencia. Los resultados obtenidos del revelado en campo claro
mostraron las diferencias existentes entre los tumores control (Figura 4B) y los
tratados con el farmaco en disolucién (Figura 4D), respecto a los tratados con el
tamoxifeno incluido en los sistemas (Figura 4C). En esta técnica se consideran

positivas en Ki-67 las células que presentan un marcaje negro.

La densidad de marcaje oscuro, es decir, de células con capacidad
proliferativa, fue mas elevada en el caso de los tumores sin tratar, los tumores
tratados con las nanoparticulas placebo (imagenes no mostradas) y en los
tumores tratados con el farmaco en disolucién, especialmente en aquellas zonas
con mayor presencia de vasos sanguineos. Sin embargo, en el caso de los tumores
tratados con el tamoxifeno incluido en las nanoparticulas, la coloracién oscura

era casi imperceptible, incluso en las zonas més irrigadas. En el caso del revelado
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mediante el método fluorescente, los resultados observados fueron equivalentes
a los obtenidos en el método de campo claro, sélo que en este caso la presencia
del antigeno Ki-67 venia determinada por marcaje fluorescente de color rojo.
Como se observa en la Figura 5, la intensidad de sefial roja fue mucho maés
evidente en los tumores control, placebo y tratados con el farmaco en disolucién
(Figura 5D), mientras que era mucho maés débil en el caso de los tumores tratados
con las nanoparticulas TMX-B-50-50 NP, y especialmente con la composiciéon
TMX-C-70-30 NP (Figura 5F). Por tanto, estos resultados apuntaban también a la
mayor eficacia del tamoxifeno cuando se administra incluido en los sistemas

nanoparticulados.

Finalmente, se realiz6 un estudio de biodistribucién del farmaco y uno de sus
metabolitos, el 4-hidroxitamoxifeno, en muestras de plasma, ttero y ovarios y
tumor de los diferentes grupos tratados con tamoxifeno con el objetivo de
detectar posibles diferencias entre los tratamientos. Las concentraciones
obtenidas de tamoxifeno y de 4-hidroxitamoxifeno en las muestras analizadas se
recogieron en la Tabla 2. La presencia del metabolito fue solamente detectada en
el caso del ttero y ovarios de los tres grupos de ratones, sin existir diferencias
significativas entre ellos. En el caso del tamoxifeno, si se encontraron diferencias
entre los diferentes grupos. Las muestras de plasma procedentes de los ratones
tratados con el farmaco en disolucién fueron las tnicas que presentaron niveles
de tamoxifeno detectables (Tabla 2), mientras que no fue asi en el caso de las
muestras de los ratones tratados con las nanoparticulas. El nivel de tamoxifeno
detectado en tutero y ovarios de los ratones tratados con el farmaco sin
vehiculizar fue significativamente superior (4 veces mas elevado) al detectado
cuando era administrado incluido en los sistemas poliméricos. Sin embargo,
cuando se analizaron las muestras tumorales, la concentracién de tamoxifeno fue
significativamente mds elevada tras el tratamiento con las nanoparticulas TMX-
C-70-30 NP que cuando era administrado con TMX-B-50-50 NP o el farmaco en

disolucién, los cuales no mostraron diferencias significativas entre si.
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Consecuentemente, la acumulacién de tamoxifeno en ttero, ovarios y plasma
(tejidos no diana) fue mayor cuando se administré de forma libre que cuando se
administr6é incluido en los sistemas nanoparticulados, mientras que en el tejido
tumoral se favoreci6 su acumulacién cuando el farmaco se administré
vehiculizado, especialmente en las nanoparticulas TMX-C-70-30 NP con las que

se alcanzd la concentracion de tamoxifeno en tumor mas elevada.
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ABSTRACT

Tamoxifen (TMX) is the most common clinical choice for the treatment of advanced or metastatic
estrogen-dependent breast cancer. However, research on new challenging therapies is necessary due
to its undesirable side effects and the limitation of the treatment only to the oral route. In this study,
the antitumor activity of TMX-loaded nanoparticles based on different mixtures of alginate-cysteine
and disulfide bond reduced bovine serum albumin was tested in vivo in MCF-7 nude mice xenograft
model. These systems showed an enhancement of the TMX antitumor activity, since lower tumor evo-
lutions and lower tumor growth rates were observed in mice treated with them. Moreover, histological
and immunohistochemical studies revealed that treatments with TMX-loaded nanoparticles showed the
most regressive and less proliferative tumor tissues. TMX biodistribution studies determined that TMX-
loaded nanoparticles caused more accumulation of the drug into the tumor site with undetectable levels
of TMX in plasma, reducing the possibility of delivering TMX to other not-targeted organs and, con-
sequently, developing possible side effects. Thus, these TMX nanoparticulate systems are expected to
provide a novel approach to the treatment of breast cancer in the future.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Cancer has become one of the most important leading causes of
death worldwide. In fact, it has been reported that cancer was the
main cause of 13% of all deaths during 2008, and 11 millions are pro-
jected in 2030 (World Health Organization, 2012). To date, the most
common treatments of cancer are focused on systemic application
of chemotherapeutics and radiotherapeutics, which frequently fail
due to the development of tumor resistance and undesirable side
effects caused by the lack of selectivity of the drug against tumor
cells, affecting also healthy tissues (Park et al., 2010). As regards to
estrogen-dependent advanced or metastatic breast cancer, tamox-
ifen (TMX) has been the first election treatment among the family of
drugs known as “selective estrogen receptor modulators” (SERMs)
(Ameller et al., 2004). However, its low water solubility, as well
as its action as an estrogen-agonist to the uterus, that increase
the probability of developing endometrial cancer among other side

* Corresponding author at: Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular,
Pabell6n 1V, Facultad de Medicina, Universidad Complutense de Madrid, Avda. Com-
plutense s/n, 28040 Madrid, Spain. Tel.: +34 913941447; fax: +34 913941691.
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effects, make necessary the development of new challenging ther-
apeutic approaches (Cohen, 2004).

Nanomedicine, the branch of nanotechnology applied to
medicine and healthcare (Moghimi et al., 2005), has emerged as
one approach to overcome the lack of specificity of conventional
chemotherapeutic agents, using different nanovehicles between 10
and 200 nm in size, ideal because of their intracellular uptake, high
loading capacity and specific targeting to tumor cells (Davis et al.,
2008). Among these nanosystems, nanoparticles used as vehicles
of drug delivery offer many advantages compared to conventional
drug delivery approaches.

There are currently many different materials reported in the
literature that have been evaluated for their use in nanoparticle
based drug delivery (Galvin et al., 2012), but natural polymers,
especially polysaccharides and proteins, have been widely used due
to their advantages against synthetic polymers, such as versatil-
ity, biodegradability and biodisponibility. Some of these polymers
have been recently used for nanoparticles preparation with anti-
cancer agents, such as tamoxifen, showing good and hopeful results
(Cavalli et al., 2011; Karmali et al., 2009; Sarmah et al., 2011).

Tamoxifen-loaded nanoparticles based on different mixtures of
modified alginate and albumin were previously evaluated in vitro
as controlled drug delivery systems (Martinez et al., 2011), and
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tested against different carcinoma cell lines, one of them human
breast carcinoma cell line (MCF-7 cells), showing good and promis-
ing results (Martinez et al., 2012). The aim of this study was to
evaluate the in vivo antitumor activity of two of these formulations
in xenograft nude mice comparatively with the use of TMX free
administered.

2. Materials and methods

2.1. Materials

Alginic acid sodium salt, tamoxifen (TMX), 4-hydroxytamoxifen
(40H-TMX), 17-3-estradiol valerate, sesame oil and paraformalde-
hyde were purchased from Sigma-Aldrich (Barcelona, Spain).
Sodium hydroxide (NaOH), hydrochloric acid (HCl; 37%), ethanol
absolute, xilene, acetonitrile, tris(thydroxymethyl) aminomethane
and potassium dihydrogenphosphate were purchased from Pan-
reac (Barcelona, Spain). Bovine serum albumin (BSA, Fraction
V) and disodium hydrogen phosphate dehydrated were pur-
chased from Merck (Barcelona, Spain). Dulbecco’s modified Eagle
medium + GlutaMax (DMEM ) was purchased from Lonza (Belgium).
0.05% trypsin/0.53 mM EDTA was purchased from Invitrogen Life
Technologies (Grand Island, NY).

2.2. Preparation of tamoxifen-loaded nanoparticles

Tamoxifen-loaded and unloaded nanoparticles based on
disulfide bond reduced bovine serum albumin (BSA-SH) and
alginate—cysteine conjugate (ALG-CYS) mixtures were prepared
according to the methodology developed in previous studies
(Martinez et al., 2011, 2012). Briefly, a determined amount of BSA-
SH and ALG-CYS was dissolved in 20ml 1 mM HCI under intense
stirring conditions. The obtained suspension was sonicated (Bran-
son sonifier 450) and the pH of the suspension was adjusted to
6.5-6.8 with 1M NaOH. The formation of disulfide bonds was
allowed to proceed for 12 h under intense stirring conditions. After
this time, the resulting suspension was centrifuged (41,000 rpm,
15 min, Beckman Coulter Optima L-100 XP Ultracentrifuge), and
nanoparticles were freeze dried for 24 h at —110°C. Then, 20 mg of
the obtained nanoparticles was suspended in 1 ml of a 500 pg/ml
TMX solution (in ethanol) and it was incubated for 12 h at room
temperature. Finally, the suspension was centrifuged (41,000 rpm,
15min) and nanoparticles were again freeze-dried. TMX-loaded
and unloaded nanoparticles with 50% ALG-CYS and 50% BSA-SH
(B-50-50 NP) and 70% ALG-CYS and 30% BSA-SH (C-70-30 NP) in
their composition were selected for the in vivo studies. The amount
of TMX loaded into B-50-50 and C-70-30 NP was 3.96 & 0.09 and
6.1 £0.2 g TMX/mg NP, respectively (Martinez et al., 2012).

2.3. Cell culture

MCF-7 cells (tamoxifen-sensitive, estrogen receptor-positive
human breast cancer cell line) were obtained from Dr. von Kobbe
and cultured routinely as previously described (Martinez et al.,
2012). For inoculation into nude mice, cells were washed in phos-
phate buffer saline (PBS), incubated in PBS-trypsin for 5min, and
then resuspended in DMEM prior to injection.

2.4. Animals and implantation of tumor cells

The study protocol was approved by the Animal Experimen-
tation Ethics Committee of Complutense University of Madrid.
Four-week-old female nu/nu athymic nude mice were purchased
from Harlan Inc. (Indianapolis, IN, USA) and maintained under spe-
cific pathogen-free conditions with food and water ad libitum.
Cultured cells were adjusted to a concentration of 107 cells/0.3 ml
DMEM, placed on ice until needed and finally inoculated

subcutaneously into the right flank of each mouse though a 23-
G needle tunnelled 1-2cm to prevent leakage of the inoculum
under isofluran anaesthesia conditions. Animals received 50 pg of
17-f estradiol valerate dissolved in 0.1 ml of sesame oil as reposi-
tory vehicle immediately after cell transplantation, by s.c. injection.
Estradiol injections were repeated once a week to sustain tumor
growth (Behrens et al., 2007). After the mice developed palpable
solid tumors (of an average tumor of ~400 mm?3), hormonal treat-
ment was stopped and mice were randomly divided into six groups
of five mice each: untreated (saline serum), treated with placebo
B-50-50 NP and C-70-30 NP (drug-unloaded) at the same concen-
tration than that used for drug-loaded nanoparticles, treated with
36 g of free tamoxifen and treated with tamoxifen-loaded B-50-
50 NP and C-70-30 NP (36 p.gequiv. of tamoxifen). Subcutaneous
injections were performed close to the tumor site every 3 days
during 21 days.

Tumor size was evaluated every three days by measuring
two perpendicular diameters with an electronic caliper, and
tumor size was estimated using the following equation: tumor
volume=0.5 x (W? x L), where W is the smaller perpendicular
diameter and L is the larger perpendicular diameter. Following the
completion of treatment schedule, one mouse of each group was
perfunded with paraformaldehyde 4% and the tumors were isolated
and post-fixed in paraformaldehyde 4%. The rest of mice were sac-
rificed, and uterus and ovaries, plasma and tumor samples were
extracted and frozen for later TMX quantification studies.

2.5. Tumor histology and immunohistochemistry studies

After the post-fixation step, tumors were washed by succes-
sive dipping in ethanol and xilene, and embedded in Paraplast®
(Surgipath®, Leica). For histological observations, the tumors were
cut into 8 wm sized sections using a microtome blade, fixed on
the glass slide for overnight at 37°C, and mounted using glass
coverslip for observation under a microscope. The tumor sec-
tions were analyzed for histology by optical microscopy using
the alcian blue hemalum picro-indigo, the toluidine blue, and the
hematoxylin-eosin methods (Humason, 1979).

5pum sized tumor sections were cut in order to develop
immunohistochemical studies. These studies were carried out
using the Ki-67 labeling test (Patel and Amiji, 1996). Ki-67, a nuclear
antigen expressed in proliferating cells and absent in resting cells,
was qualitatively determined incubating the samples with purified
mouse anti-human Ki-67 antibody (1:25, BD Biosciences Pharmin-
gen, USA) and revealed them after by two different methods. The
first one used an antimouse IgG biotinyladed antibody (1:100,
Vector Laboratories Inc., USA) as second antibody; then samples
were incubated using an avidin-biotin mixture (Vector Laborato-
ries Inc., USA) and finally revealed with diaminobenzidene (Vector
Laboratories Inc., USA). Tissue sections were washed and mounted
for observation under a microscope (Arias et al., 2009). The sec-
ond method used a fluorescence dye for revealing the presence
of the antigen. In this case, after the incubation with the mouse
antihuman Ki-67 antibody, samples were incubated with a rabbit
antimouse-rhodamine as second antibody (1:100, BD Biosciences
Pharmingen), then washed and mounted with Dapi-Fluoromount-
G (SouthernBiotech, AL, USA) for observation by light fluorescence
microscopy. To ensure specific staining of the Ki-67 positive cells,
some tissue sections were treated only with the second antibody
of both methods.

2.6. Quantification of tamoxifen and 4-hydroxytamoxifen in
plasma and tissues

Tissue samples from tumor, uterus and ovaries were weighted
and homogenized (Heidoloph RZR 2050 electronic) at 1200 rpm
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in ice-cold 50 mM Tris-HCI buffer, pH 7.4. The homogenates were
mixed with an equal volume of 100% of acetonitrile and the pre-
cipitated proteins were removed by centrifugation at 13,250 rpm
for 6 min. Plasma samples followed a similar protocol, being mixed
with an equal volume of 100% of acetonitrile and then centrifuged.
The supernatants were transferred to sample vials for analysis
by high performance liquid chromatography with fluorescence
detector technique (Kisanga et al.,2003). The chromatographic sep-
aration was performed on a 25 cm x 4.6 mm RP-Spherisorb ODS2
Cig column (5 pm particle size, Waters). The mobile phase con-
sisted of 1% aqueous solution of triethylamine and acetonitrile 9/91
(v/v). A flow rate of 1 ml/min was established. The fluorescence
detector was set at an excitation wavelength of 250 nm and an
emission wavelength of 370 nm. A photochemical reactor unit with
a wavelength of 254 nm was placed between the detector and the
column. Chromquest 4.2 software (Thermo) was used to process
the obtained data. The detection limits established by this method
were 1 ng/ml and the coefficient of variation for inter-run of TMX
and 4-OHTMX was 9-10% and 6-14%, respectively, for concentra-
tions between 2.5 and 200 ng/mL. Standard solutions (5-500 ng/ml)
of TMX and 40H-TMX in acetonitrile/water (50/50, (v/v)) were
used to obtain the calibration curves and a good linear correlation
(r?=0.99) was determined.

2.7. Statistical analysis

Results were expressed as a mean =+ standard deviation (SD).
Statistical analysis was performed using one way analysis of vari-
ance (ANOVA) following by Bonferroni post hoc analysis with
computer software SPSS 19.0. A p-value<0.05 and p<0.01 were
considered significant and very significant, respectively.

3. Results

3.1. In vivo antitumor activity of TMX-loaded nanoparticles in
xenograft mice

The antitumor activity of TMX-loaded nanoparticles was
assessed comparatively to free TMX using a xenograft nude mouse
model with human breast cancer MCF-7 cells. After the mice devel-
oped palpable solid tumors, they were randomly divided into six
groups to receive different treatments. In order to ensure the
biodegradability of the systems and to establish the nanoparticles-
treatment dosage, preliminary experiments were carried out with a
unique dose of both types of nanoparticles in mice without tumors.
Nanoparticles were well tolerated and totally degraded within 15
days (data not shown). Thus, subcutaneous injections were per-
formed close to the tumor site every three days during 21 days.
No significant weight loss was observed in any of the treatment
groups, indicating that all the treatments were well tolerated (data
not shown).

Tumor volume was measured every three days until Day 49 in
order to evaluate the tumor evolution (Fig. 1). Moreover, tumor
growth rate values were determined from first day of treatment
until the end of the experiment (V5), and the tumor growth ratio
for each group was calculated using the tumor growth rate estab-
lished before the beginning of the treatment when mice formed
and unique group (V;; V4 =23 mm?3/day (0.928)) (Table 1).

As shown in Fig. 1, tumor volume increased rapidly when the
mice were treated with saline serum or unloaded C-70-30 NP. Little
differences were found between the tumor evolution of these two
groups, and similar tumor growth rate and tumor growth ratio were
observed in both cases (Table 1). In case of tumors treated with
unloaded B-50-50 NP, a very significant difference (p<0.01) was
observed when compared with control and unloaded C-70-30 NP
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Fig. 1. Improved antitumor activity of TMX-loaded nanoparticles compared with
that of free TMX, untreated and placebo nanoparticles in breast cancer xenograft
mice. Data marked with * showed significant differences (p < 0.05) and those marked
with ** showed very significant differences (p <0.01).

treated group from Day 31 until Day 37 (Fig. 1). However, this initial
significant difference disappeared from Day 40 until the end of the
experiment, recovering a high growing rate and tumor growth ratio
similar to control and unloaded C-70-30 NP groups (Table 1).

As regards to TMX treated groups, the antitumor activity of
TMX-loaded nanoparticles treatment was higher than the observed
with free TMX (Fig. 1). Lower tumor growth rates and lower tumor
growth ratios (Table 1) were observed in case of mice treated
with TMX-loaded nanoparticles, especially in case of TMX-loaded
C-70-30 NP which showed the lowest values and very signifi-
cant differences in the tumor evolution with the free TMX treated
group during the whole treatment. In case of TMX-loaded B-50-50
NP, very significant and significant differences with the free TMX
treated group were observed from Day 31 to Day 43. However, it
seems that tumor volume values were closer to that of the free TMX
treated group at the end of the experiment, and no significant dif-
ferences were found between these groups in the last part of the
treatment.

These results might indicate that the administration of TMX
entrapped into these systems improved the antitumor activity of
the drug, enhancing the efficacy of the treatment with TMX.

3.2. Tumor histology and immunohistochemistry studies

To further evidence the observed anticancer activity, the tumor
tissues of mice either untreated or treated were subjected to his-
tological observation, employing the toluidine blue (Fig. 2), the
hematoxylin-eosin (Fig. 3), and the alcian blue hemalum picro-
indigo (Fig. S-1; Supplementary Pages) methods.

Table 1
Tumor growth rates during the treatment period and tumor growth ratios of differ-
ent groups.

Tumor growth rate and tumor growth ratio

Group of treatment From Day 28 to Day 49 Ratio V,/V;P
(V2) (mm?/day)
Control (saline serum) 35(0.954)2 1.5
Unloaded B-50-50 NP 39(0.975)? 1.6
Unloaded C-70-30 NP 35(0.940)? 1.5
TMX-loaded B-50-50 NP 9(0.933)? 0.4
TMX-loaded C-70-30 NP 6(0.998)* 0.3
Free TMX 13(0.949)2 0.5

2 Value in parenthesis is 2.
by, represents tumor growth rate before TMX treatment; V; =23 mm?/day.
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Fig. 2. Histological appearance of the epithelial-like cortex of MCF-7 cell untreated tumor (A), free TMX treated tumor (B), TMX-loaded C-70-30 NP treated tumor (C) and
TMX-loaded B-50-50 NP treated tumor (D), using the toluidine blue staining method (magnification 40x ). Boxes indicate the presence of cells in different stages of mitotic
division, and arrows indicate the presence of syncytial structures. Yellow bars represent 200 pwm. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader
is referred to the web version of the article.)

As it can be observed in Fig. 2A, the epithelial-like cortex of slightly basophilic character of the cytoplasm was better observed
the untreated tumors was composed of cells, mostly polyhedral in in Fig. 3A, where various mitoses were also observed and the low
shape, with nuclei containing dispersed chromatin and prominent presence of connective tissue was confirmed. The same observa-
nucleoli, and arranged in solid masses with almost no interven- tion could be made when Fig. S-1A was analyzed, being this tumor
ing connective tissue septa. Mitoses were frequently seen. The the one whose connective tissue presence was almost insignificant,

Fig. 3. Histological appearance of the epithelial-like cortex of MCF-7 cell untreated tumor (A), free TMX treated tumor (B), TMX-loaded C-70-30 NP treated tumor (C) and
TMX-loaded B-50-50 NP treated tumor (D), using the hematoxylin-eosin staining method (magnification 40x ). Boxes indicate the presence of cells in different stages of
mitotic division. Yellow bars represent 200 pm. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of the article.)
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with the lightest green color intensity. Images of epithelial-like
cortex of tumors treated with unloaded nanoparticles, either B-
50-50 NP or C-70-30 NP, were very similar to that obtained from
the untreated group. Thus, the same conclusions were achieved
(pictures not shown). Clear differences could be observed in the
tumor cells of the epithelial-like cortex of TMX-loaded NP treated
mice. First, a high disorganized tissue could be observed in Fig. 2C
and D, but also in Fig. 3C and D and Fig S-1C and D. In some
areas, cells formed syncytial structures, and a high cellular adhe-
sion and cellular contraction could be observed (Fig. 2C and D).
The tissue was more retracted, especially in case of tumors treated
with TMX-loaded C-70-30 NP, which presented the most disorga-
nized structure (Fig. 2C). Moreover, the absence or low presence
of mitoses was appreciated, not only in Fig. 2 but also in Fig. 3C
and D, where the disorganization of the tissue was easily observed.
This disorganization was partially caused by the high presence of
connective tissue, which can be easily observed in Fig. 3C and D,
but especially in Fig S-1C and D. Again, tumors treated with TMX-
loaded C-70-30 NP showed the most intense green color, indicating
the presence of a lot of collagen fibers.

When free TMX treated tumor samples were analyzed, some
differences with untreated tissues were found, such as more
disorganized tissue areas (Figs. 2B and 3B) and higher pres-
ence of connective tissue (Fig. S-1B). However, these differences
were more significant when TMX was administered entrapped
into the nanoparticles. In addition, as it could be observed in
Figs. 2B and 3B, the presence of frequent mitoses observed when
TMX is free administered indicated a lower tumor inhibition effi-
cacy of the drug. Thus, the entrapment of the drug into these
polymeric systems might indicate an enhancement of the treat-
ment efficacy since the structure of the tumor was more affected
in these cases than that observed when TMX is administered
alone.

Additionally, in order to differentiate proliferating cells remain-
ing in the tumor tissue from dead cell populations, Ki-67 cell
proliferation assay was carried out by immunohistochemical stain-
ing of the tumor sections. Two different methods were used to
visualize the presence of Ki-67 antigen.

The first one was developed via a three-step staining proce-
dure in combination with antimouse IgG biotinyladed antibody,
an avidin-biotin mixture and diaminobenzidene (light microscopy,
Fig. 4). Positive cells should appear black stained due to the pres-
ence of the antigen. As it can be observed in Fig. 4B and D, samples
of untreated and free tamoxifen treated tumors showed the most
intense black color, especially the areas next to blood vessels.
Tumors treated with placebo nanoparticles showed similar results
to untreated samples (picture not shown). However, tumors treated
with TMX-loaded nanoparticles (Fig. 4C), either B-50-50 or C-70-
30, showed low presence of the antigen, since the intensity of the
black color was very low, even in blood vessel surrounding sites.
Thus, it seemed that there was a higher number of proliferating
cells in case of untreated or free tamoxifen treated tumors than in
case of TMX-loaded nanoparticles treated tumors. Consequently,
the entrapment of the drug into the systems enhanced the antitu-
mor activity of the drug.

The second method used a fluorescence dye for revealing the
presence of the antigen (florescence microscopy, Fig. 5). As it is
shown in Fig. 5, the highest fluorescent signals were obtained with
tumors treated with tamoxifen (Fig. 5C and D), especially in the
central area of the tumor section, where more blood vessels were
located. Similar results were obtained in case of untreated and
placebo treated tumors (pictures not shown). In contrast, very low
fluorescent signal was observed in case of samples treated with
both TMX-loaded nanoparticles (Fig. 5E and F), indicating a lower
presence of the antigen in these tissues, even in the blood vessel
surrounding area, and thus an enhanced efficacy of the drug, which

Table 2

Tamoxifen and 4-hydroxytamoxifen concentrations in serum and tissues of nude
mice after 21 days of treatment with 36 ug TMX administered free or entrapped
into nanoparticles.

Group of treatment and tissues TMX (ng/g) 40H-TMX (ng/g)
Free TMX

Plasma 7 + 2 (ng/ml)’ -
Uterus and ovaries 125 + 39" 21+6
Tumor 618 + 76 -
TMX-B-50-50 NP

Plasma - -
Uterus and ovaries 34 +18 16 +3
Tumor 776 + 86 -
TMX-C-70-30 NP

Plasma - -
Uterus and ovaries 15+ 8 17+ 4
Tumor 2191 + 895 -

" Showed significant differences p <0.05.

is in accordance with results obtained with the first immunohisto-
chemical method.

3.3. Quantification of tamoxifen and 4-hydroxytamoxifen in
plasma and tissues

Plasma and tissue samples from tumor, uterus and ovaries were
treated in order to quantify the concentration of TMX and 40H-
TMX, and, consequently, to study possible differences between the
drug biodistribution when TMX is free administered, or when it is
entrapped into the systems before its administration.

Table 2 shows the concentration of TMX and 40H-TMX in
plasma and tissues of mice after 21 days of treatment with free
TMX and TMX-loaded nanoparticles. As it can be observed, 40H-
TMX was only detected in uterus and ovaries samples, and no
significant differences were found between treatments. In case of
TMX, the highest concentration detected in uterus and ovaries was
reached when TMX was free administered, showing significant dif-
ferences with the levels determined when it is administered by
nanoparticles. In case of plasma, TMX was only detected when the
drug was free administered, and no detectable levels were found
in case of using nanoparticles, showing significant differences too.
And finally, in case of tumor samples, TMX was detected in all the
cases but TMX levels in case of the treatment with TMX-C-70-30 NP
were significantly higher. Thus, it seemed that TMX accumulation
in not-targeted organs was significantly lower when it is admin-
istered using nanoparticles, which might reduce the possibility of
developing undesirable side effects. However, the highest accumu-
lation of drug in tumor was detected in case of using TMX-C-70-30
NP, which might enhance the effectiveness of the drug in tumor
tissues.

4. Discussion

TMX is the most common clinical choice for the treatment of
advanced or metastatic estrogen-dependent breast cancer, but its
undesirable side effects and the limitation of the treatment only to
the oral route, have contributed to the necessity of researching on
new challenging therapies. In previous works (Martinez etal., 2011,
2012), the entrapment of TMX into nanoparticles based on mixtures
of modified alginate and albumin showed good efficacy when they
were used in vitro as controlled drug delivery systems, and their
antitumor potential was tested in vitro against some carcinoma
cell lines, obtaining hopeful results. Additionally, the presence of
alginate in the nanoparticle composition seemed to be important
for a higher cell internalization to be achieved, showing higher
values of cell uptake and being more effective in reducing cell
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Fig.4. Representative images of the immunohistochemical detection of Ki-67 antigen in MCF-7 xenograft tumor samples using a three-step staining procedure in combination
with antimouse IgG biotinyladed antibody, an avidin-biotin mixture and diaminobenzidene (magnification 40x ): negative control (A), untreated group (B), TMX-B-50-50 NP
treated group (C) and free TMX treated group (D). Yellow bars represent 200 wm. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to

the web version of the article.)

viability of these tumor cells. Consequently, the evaluation of these
alginate-albumin based systems in a tumor xenograft model was
considered necessary and useful in order to test their in vivo effi-
cacy and to evaluate their potential use as a possible alternative of
drug administration.

The development and growth of MCF-7 tumor xenograft in
immunodeficient mice was carried out in the presence of 17-3-
estradiol, since previous studies demonstrated that the growth of
MCF-7 tumors was dependent upon the dose of 17-f-estradiol
administered subcutaneously (Osborne et al., 1985). These studies,
as well as other in vitro investigations of breast cancer cell cul-
tures (Kyprianou et al., 1991) indicated that TMX acts more as a
cytostatic agent than a cytotoxic agent. Consequently, antiestrogen
treatment with TMX normally results in cessation of tumor growth
and following tumor regression. During this study, tumor evolu-
tion was reduced in the three groups of mice treated with TMX,
either administered free or entrapped into nanoparticles (Fig. 1).
However, very significant lower values of tumor volume and tumor
growth rate (Table 1) were obtained when TMX was administered
into nanoparticles than when it was free administered, showing a
higher antitumor efficacy. Moreover, the antitumor activity of the
free drug was only comparable to that of nanoparticles in the last
days of the treatment. Other studies (Haran et al., 1994), where
TMX was free administered using a subcutaneous pellet of drug,
reported significant inhibition of tumor growth as well as signifi-
cant tumor regression mostly after two weeks of treatment with
TMX, confirming the results obtained in the present study. Thus,
tumor inhibition was observed earlier in case of the administra-
tion of TMX entrapped into nanoparticles, probably due to the
increased half-life and the passive targeting mediated by the poly-
meric nanoparticles. This would be in accordance with previous
studies that showed the internalization of these systems into tumor
cells, such as MCF-7 cells (Martinez et al., 2012). Moreover, recent
studies with other anticancer drugs have demonstrated similar
results with an enhancement in the treatment efficacy when these

drugs were administered entrapped into polymeric nanoparticles
(Arias et al., 2011; Graeser et al., 2010; Kim et al., 2012).

The enhanced antitumor activity of TMX-loaded nanoparticles
observed in the analysis of tumor evolution was later confirmed by
histological and immunohistochemical studies. Histological stud-
ies of tumors treated with TMX-nanoparticles have shown more
structural disorganization, due to a high presence of connective
tissue, and less mitotic cells than when TMX was free adminis-
tered, especially in case of TMX-C-70-30 NP. Arias et al. (2011),
who observed the enhanced efficacy of the anticancer drug gemc-
itabine entrapped into a polymeric system, analyzed differences at
cell structural level comparatively when the drug was free admin-
istered in order to study the efficacy of the systems; Bani et al.
(1999) also observed differences in structural features of relaxin-
treated and not treated tumor tissues using similar histological
staining methods. In both cases, the high presence of connective tis-
sue as well as low density of mitotic cells, were considered signs of
tumor remission. Thus, similar conclusions could be extracted from
the comparatively used of TMX when it was entrapped into these
nanoparticles, resulting in an improved tumor-activity of the drug
and, consequently, a higher tumor regression. Despite histological
studies revealed the presence of less proliferating cells in tissues
treated with TMX-nanoparticles, the quantification of the Ki-67
antigen in tumor tissues was carried out in order to confirm these
observations. Previous studies have reported the important prog-
nostic value of proliferation index by Ki-67 immunohistochemistry,
especially in breast cancer (Liu et al., 2001). A low proliferation
index is related with a higher antitumor efficacy of the treatment.
It has been reported in previous studies (Li et al., 2009) that free
administered tamoxifen had no effect on proliferation index after
7 days of treatment with 5 mg, 60-day release TMX pellets, and a
reduction in proliferation index was detected only after 14 days of
treatment. Since the amount of free TMX administered in this study
was lower, it might be logical that untreated, placebo and free TMX
treated resulted in similar presence of proliferating cells. However,
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Fig. 5. Representative images of the immunohistochemical detection of Ki-67 antigen in MCF-7 xenograft tumor samples using the fluorescent method: negative control
(A and B), free TMX treated tumor tissues (C and D) and TMX-NP-C-70-30 treated tumor tissues (E and F). In blue is represented the nuclear staining with DAPI. In red,
the nuclear fluorescent signal due to the presence of Ki-67 proliferating antigen. Arrows indicate the presence of some Ki-67 positive nuclei in tumor tissue treated with
TMX-loaded NP. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of the article.)

when TMX was administered using nanoparticles, a low presence
of proliferating cells was observed even in blood vessels surround-
ing areas. Fluorescent and colorimetric method showed the same
results. Thus, it might confirm the enhanced antitumor activity of
the treatment with TMX-loaded nanoparticles.

Finally, the concentration of TMX in tumor, plasma, uterus and
ovaries samples was study in order to analyze possible differences
between the administration of free TMX or TMX-loaded nanopar-
ticles. Biologic effects of TMX, such as saturation of tumor estrogen
receptors and growth inhibition, have been observed in previous
studies (Osborne et al., 1985) with s.c. doses producing unde-
tectable serum levels of TMX. Thus, it is interesting to consider if
low doses of TMX can provide a tumor TMX concentration sufficient
to antagonize the effects of residual estrogen and to produce tumor
growth inhibition. TMX administered by nanoparticles showed no
detectable levels in plasma and detectable levels in tumor tissues,
which were sufficient to inhibit tumor growth. It has been shown
that TMX-C-70-30 NP presented the highest antitumor activity
when tumor growth and tumor tissue structure were analysed.
Moreover, they showed the highest TMX concentration in tumor
sample. This study is in accordance with the results of previous
studies (DeGregorio et al., 1989) where tumor tamoxifen levels
were detected at low s.c. doses despite undetectable serum TMX

levels were observed. In contrast, when TMX was free adminis-
tered, detectable levels of TMX were found either in tumor and
plasma samples, but the efficacy of this treatment was found to
be lower. Furthermore, plasma levels of TMX are directly related
with the drug distribution to other not-targeted organs and the
undesirable side effects which could derivate from this non spe-
cific distribution. Thus, levels of TMX were determined in uterus
and ovaries since TMX treatment increases the possibility of devel-
oping an endometrial carcinoma among other side effects (Cohen,
2004; Gao et al., 2011). Levels of TMX in uterus and ovaries were
almost 4 and 8 times significantly lower when TMX was admin-
istered using nanoparticles than when it was free administered.
Taking into account these results, TMX-loaded nanoparticles might
produce less undesirable effects in this tissue. Levels of 40H-TMX
were also measured in order to study TMX metabolism. In this
study, 40H-TMX was only detected in uterus and ovaries either
administering TMX free or by nanoparticles, and no significant dif-
ferences were found between these data. In this study, 40H-TMX
levels were lower than TMX levels, which is in accordance with
previous studies were TMX was subcutaneously administered in
nude mice (Robinson et al., 1989). In contrast, when TMX is orally
administered, higher levels of 4OH-TMX are found when compared
with those of TMX due to the first-pass metabolism in the liver
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which is circumvented when s.c. route is used (Kisanga et al., 2003).
The absence or low levels of this metabolite have been reported to
be characteristic of the metabolite profile produced by sustained
release preparations, which confirm the good controlled release
profile of the TMX-loaded systems.

In conclusion, this study demonstrates the in vivo promising
anti-cancer efficacy of these new TMX-loaded nanoparticles for
breast cancer, especially the composition TMX-C-70-30 NP which
allowed the lowest tumor growth rate and the highest TMX con-
centration into tumor tissue to be achieved. Further studies need
to be done before the application of these formulations for cancer
patients.
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Fig. S-1. Histological appearance of the epithelial-like cortex of MCF-7 cell untreated
tumor (A), free TMX treated tumor (B), TMX-loaded C-70-30 NP treated tumor (C)
and TMX-loaded B-50-50 NP treated tumor (D), using the alcian blue hemalum picro-
indigo staining method (magnification 40X). Yellow bars represent 200 um.
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4. Nanoparticulas basadas en albimina y mezclas albamina/alginato
funcionalizadas con acido félico como sistemas de liberacion controlada de

tamoxifeno. Sintesis y caracterizacién in vitro.

[Folate-targeted nanoparticles based on albumin and albumin/alginate mixtures
as controlled release systems of tamoxifen. Synthesis and in vitro characterization.
A. Martinez, R. Olmo, I. Iglesias, ].M. Teijon and M.D. Blanco. Pharmaceutical
Research DOI 10.1007 /511095-013-1151-z (2013)].

Objetivo:

El objetivo de este trabajo fue la funcionalizacién de las nanoparticulas
basadas en alginato tiolado y albimina modificada mediante la unién de acido
folico a la superficie de la nanoparticula con el objetivo de vectorizar la terapia
con tamoxifeno en el cdncer de mama. Se llevé a cabo la funcionalizacién de las
nanoparticulas y su caracterizacion in vitro, incluyendo la realizacion de ensayos
en cultivos celulares frente a diferentes lineas celulares tumorales positivas en la

expresion de receptores de folato.

Metodologia:

En primer lugar se llevé a cabo la sintesis por coacervacion de las
nanoparticulas compuestas por BSA-SH (BSA-SH NP) asi como por mezclas
50/50 (p/p) y 70/30 (p/p) de ALG-CYS/BSA-SH (B-50-50 NP y C-70-30 NP)

siguiendo la metodologia descrita en trabajos anteriores.

A continuacion se realiz6 la funcionalizacién de las nanoparticulas con acido
folico. La unién con el 4cido félico se produjo a través de los grupos amino libres
de la proteina. Para ello, se obtuvo en primer lugar un éster del acido félico
(NHS-folato) siguiendo la metodologia descrita en el trabajo. Posteriormente, una
disoluciéon de dicho éster se afiadié a la suspension de nanoparticulas, y se
mantuvo en agitacion para favorecer la incorporaciéon del acido félico a los
grupos amino de la albimina. Finalmente la suspension se centrifugd para

recuperar las nanoparticulas funcionalizadas (B-50-50-FOL, C-70-30-FOL and
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BSA-SH-FOL NP) que, tras varios lavados para retirar el exceso de acido félico

libre, se liofilizaron.

Tras la funcionalizacién con &cido félico se procedié a la valoraciéon de la
cantidad de folato unido a las nanoparticulas. Para ello se realiz6 un anélisis
espectrofotométrico tras una digestion enzimatica de las nanoparticulas, lo que
permiti6 determinar la cantidad de 4cido folico unido por gramo de

nanoparticula.

Una vez funcionalizadas, se incluy6 el tamoxifeno por incubacién de las
nanoparticulas liofilizadas en una solucién etandlica del mismo durante 12 h,

siguiendo el protocolo ya empleado en estudios previos.

A continuacion se procedio a la caracterizacion in vitro de las nanoparticulas.
En primer lugar, se estudié su morfologia y tamafio a través de microscopia
electrénica de barrido (SEM). Ademas, se llevo a cabo el estudio de tamafio
medio, distribucién de tamafio y potencial zeta de las particulas mediante la

difusioén de la luz cuasieléstica.

Para determinar la cantidad de farmaco incorporada a los sistemas se realizé
la degradacién enzimatica de las nanoparticulas mediante tripsinizacion, seguida
de la posterior extracciéon del farmaco mediante disolventes organicos. Para
estudiar la intensidad de las interacciones entre el farmaco y los sistemas se llevo
a cabo una extraccion directa del farmaco con metanol. En ambos casos se sigui6
la metodologia descrita en trabajos anteriores. Todas las muestras procedentes de

estos estudios fueron procesadas mediante HPLC.

Los estudios de liberacién del farmaco se llevaron a cabo en PBS con 0,5%
SDS a 37°C y agitaciéon orbital. Las muestras recogidas a diferentes tiempos se

procesaron mediante HPLC.

Para los ensayos en cultivos celulares se seleccionaron tres lineas celulares

diferentes: células MCF-7 y T47D, de cdncer de mama humano y positivas en la
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expresion de receptores de estrégenos; y células Hela, de cancer de ovario

humano y negativas en la expresion de receptores de estrégenos.

Tanto las células HeLa como las T47D han sido descritas en la literatura como
positivas en la expresiéon de receptores de folato. Sin embargo, en el caso de las
MCF-7 se comprobo que existia cierta controversia respecto a la expresion de este
receptor, por lo que se procedié a realizar una titulacion del receptor de acido
folico en las tres lineas celulares empleando un anticuerpo especifico frente a este

receptor y mediante citometria de flujo.

Tras la titulacion de receptores, se llevaron a cabo los ensayos de
cuantificacion de la internalizacién de las nanoparticulas y los de viabilidad

celular.

El estudio de la internalizacién de los sistemas en ambas lineas celulares se
llevé a cabo de forma cuantitativa y cualitativa. Para ello, se prepararon
nanoparticulas cargadas con un fluoréforo (6-cumarina) de forma que pudiera
realizarse la determinacién a través de la sefial de fluorescencia emitida por los
sistemas internalizados, como ya se realizd en estudios anteriores. La
determinacién cuantitativa de la internalizaciéon de los sistemas se valor¢ tras la
incubacion de las nanoparticulas con cumarina a diferentes tiempos (2 y 24 h), un
lavado posterior para eliminar el exceso de los sistemas no internalizados, la lisis
de las células y la cuantificaciéon de la sefial fluorescente emitida tras la misma,
siguiendo el protocolo ya empleado en un trabajo previo. Este estudio se llevé a
cabo tanto con los sistemas funcionalizados con &cido félico como con los no
vectorizados para poder establecer una comparacién entre ellos. Ademads, se
realiz6 un ensayo competitivo en presencia de acido félico en el medio con el
objetivo de estudiar la implicacion del receptor de &cido félico en la
internalizacion de los sistemas. En el caso de la determinacién cualitativa, se
fotografiaron las células con un microscopio de fluorescencia tras el lavado del

excedente de nanoparticulas no internalizadas.
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El ensayo de viabilidad celular se realiz6 tanto con las nanoparticulas sin
farmaco, para el estudio de la citocompatibilidad de los sistemas, como con los
sistemas cargados con tamoxifeno, para la evaluacién de la actividad citotéxica
de los mismos. Se seleccion¢ la concentraciéon 10 uM de tamoxifeno, y después de
1,2, 3, 6, y 9 dias de incubacién con el farmaco y las nanoparticulas se llevé a

cabo la evaluacion de la viabilidad celular mediante el método del MTT.

Resultados:

Tras la reaccion de funcionalizacién con el acido félico, se cuantificé la
cantidad de folato unido a las nanoparticulas. Se emple6 un método
espectrofotométrico que dio como resultado los siguientes valores: 170 + 13, 143 +
25y 79 £ 29 pmol folato/g NP para las nanoparticulas BSA-SH-FOL NP, B-50-50-
FOL NP y C-70-30-FOL NP, respectivamente. La cantidad de acido félico unido
al sistema C-70-30-FOL NP fue significativamente menor que el unido a las

nanoparticulas BSA-SH-FOL NP y B-50-50-FOL NP.

La morfologia de las nanoparticulas BSA-SH-FOL NP, B-50-50-FOL NP y C-
70-30-FOL NP se analiz6 mediante SEM, obteniéndose las imagenes que se
muestran en la Figura 1. En todos los casos se obtuvieron particulas nanométricas
individualizadas, con cierta tendencia esférica y una superficie no porosa y

aparentemente lisa.

El tamafio medio se estudi6 mediante difusion de la luz cuasielastica y se
obtuvieron los siguientes valores: 350, 68 y 98 nm para los sistemas BSASH-FOL
NP, B-50-50-FOL NP y C-70-30-FOL NP, respectivamente (Figura S-1 del material
suplementario). Las nanoparticulas cargadas con tamoxifeno TMX-BSA-SH-FOL
NP, TMX-B-50-50-FOL NP y TMX-C-70-30-FOL mostraron un didmetro medio de
417, 76 and 104 nm, respectivamente (Figura S-1).

Asi mismo, el estudio de potencial zeta de las nanoparticulas sin farmaco
BSA-SH-FOL NP, B-50-50-FOL NP y C-70-30-FOL NP dio valores de -10 + 4, -23,4

+ 0,6 y -43 £ 3 mV, respectivamente. En el caso de los sistemas cargados con
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tamoxifeno TMX-BSA-SH-FOL NP, TMX-B-50-50-FOL NP y TMX-C-70-30-FOL

NP se obtuvieron valores de 5 + 2, 42 +2 y 32 £ 6 mV, respectivamente.

Tras la determinacién del tamafio y potencial zeta de las nanoparticulas se
procedi6 a cuantificar la cantidad de farmaco incluido en los sistemas. Tras la
degradacion enzimatica de las nanoparticulas y la posterior extracciéon del
farmaco, se determinaron los siguientes valores de carga de tamoxifeno en los
sistemas: 4,9 + 0,5, 4,2 £ 0,3 and 7,7 + 0,8 pg TMX/mg NP para las nanoparticulas
TMX-BSA-SH-FOL NP, TMX-B-50-50-FOL NP y TMX-C-70-30-FOL NP,
respectivamente. Por tanto, las nanoparticulas TMX-C-70-30-FOL NP incluyeron
significativamente mas farmaco que los sistemas TMX-B-50-50-FOL NP y TMX-
BSA-SH-FOL NP, que obtuvieron valores similares de carga.

En cuanto a la extracciéon con metanol, en el caso de las nanoparticulas TMX-
BSA-SH-FOL NP, TMX-B-50-50-FOL NP y TMX-C-70-30-FOL NP se obtuvieron
valores de 1,9 £ 0,3, 41 £ 05 y 61 + 0,7 pg TMX extraido/mg NP,
respectivamente. De acuerdo a estos valores, la Ginica composiciéon que atn
conservaba fdrmaco incluido en su estructura tras la extraccién con este
disolvente orgéanico fue la formada por BSA-SH, de la cual s6lo se pudo extraer
un 38% del farmaco incluido mediante este método, mientras que en las
nanoparticulas compuestas por proteina y polisacarido la extraccién fue

completa.

Se estudi6 la liberacion del farmaco desde los sistemas, y las curvas de
liberacion obtenidas en presencia del surfactante SDS en el medio de liberacion se
representaron en la Figura 2. Los valores de liberacién maxima se recogieron en
la Tabla 1. Se produjo la liberacién completa del tamoxifeno en todos los casos al
no existir diferencias significativas entre los maximos de liberacion y los valores
de carga del farmaco obtenidos mediante degradacion enzimatica. La liberaciéon
se llevo a cabo en dos fases: una primera fase rapida de 3 h, 2 hy 1,5 h, enla que
se liber6 el 39%, 36% and 62% de tamoxifeno desde los sistemas TMX-BSA-SH-
FOL NP, TMX-B-50-50-FOL NP y TMX-C-70-30-FOL NP, respectivamente; tras
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esta primera fase, se produjo una segunda maés lenta donde se pudo cuantificar la
velocidad con la que el farmaco se liberaba. Los valores de velocidad de

liberacién del farmaco se recogieron en la Tabla 1.

A continuacién, se llevd a cabo la evaluacion de los sistemas frente a
diferentes lineas tumorales: MCF-7, T47D y HeLa. Para ello, lo primero que se
realizé fue la cuantificaciéon de la presencia de receptores de folato en las tres
lineas celulares a través de citometria de flujo empleando un marcaje fluorescente
especifico de estos receptores (Figura 3). Se obtuvieron indices de fluorescencia
(FI) de 8,9, 7,7 y 24,9 para las células MCF-7, T47D y HelLa, respectivamente. Es
decir, las tres lineas resultaron positivas en la expresiéon de receptores de folato
aunque las células HeLa mostraron una expresion mucho mayor que las MCF-7 y

T47D, que expresaban de forma similar.

Se evalu6é de forma cuantitativa y cualitativa la internalizacion de los
sistemas a 2 h y 24 h por las tres lineas celulares, tanto los funcionalizados con
acido félico como sin funcionalizar. Los resultados se recogieron en la Figura 4.
La presencia de las nanoparticulas pudo apreciarse mediante la presencia de
zonas con elevada fluorescencia verde en las imdagenes obtenidas por

microscopia, como se aprecia en la Figura 4.

En cuanto a la determinacion cuantitativa, se observo la internalizaciéon de
todos los sistemas, incluyendo los no funcionalizados. Sin embargo, en el caso de
las nanoparticulas B-50-50-FOL NP y BSA-SH-FOL NP se aprecié un aumento
significativo en su internalizaciéon cuando fueron funcionalizados con acido félico
respecto a su composicion no vectorizada. En cambio, las nanoparticulas C-70-30-
FOL NP no demostraron una mejor captaciéon celular que sus analogas no
funcionalizadas. El sistema B-50-50-FOL NP fue altamente internalizado de
forma general en las tres lineas celulares, mientras que la captaciéon del sistema

BSA-SH-FOL NP fue significativamente mas alta en las células HeLa.

La realizacion del ensayo competitivo en presencia del acido félico se llevo a

cabo con el objetivo de determinar si el receptor de acido félico era el responsable
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del aumento de la internalizacion de los sistemas B-50-50-FOL NP y BSA-SH-FOL
NP. Esta implicacién fue claramente determinada en el caso de las BSA-SH-FOL
NP en las tres lineas celulares (Figura 4C, 4F y 4I) y de las nanoparticulas B-50-50-
FOL NP en las T47D (Figura 4G), ya que la presencia de 4cido félico en el medio
disminuy6 de forma significativa la cantidad de nanoparticulas internalizadas a
las 2 h de estos sistemas. Sin embargo, la internalizacién de los sistemas B-50-50-
FOL NP en las células MCF-7 y HeLa no pudo atribuirse exclusivamente al papel
del receptor de acido folico, ya que no se detectaron diferencias significativas
entre la captacién en presencia y ausencia del 4cido félico en el medio (Figura 4A

y 4D).

Los estudios de citocompatibilidad realizados con las nanoparticulas sin
farmaco permitieron concluir que en general las nanoparticulas basadas en las
mezclas albumina/polisacarido eran citocompatibles en las lineas celulares MCF-
7 y T47D. Sin embargo, se detectaron valores mas bajos de viabilidad celular en el
caso de las nanoparticulas BSA-SH-FOL NP desde el primer dia de incubacién en
las tres lineas celulares, y en el caso de las nanoparticulas B-50-50-FOL NP y C-

70-30-FOL NP en la linea celular HelLa.

Finalmente, los resultados de los ensayos de viabilidad celular llevados a
cabo con las nanoparticulas cargadas con tamoxifeno se reflejan en la Figura 5.
Cuando el farmaco y los sistemas se administraron a la concentracién 10 uM se
apreciaron diferencias entre los sistemas cargados con tamoxifeno y la disoluciéon
del farmaco, observandose una disminucién més gradual de la viabilidad al
administrar las nanoparticulas que la obtenida con el farmaco en disolucién.
Estas diferencias fueron evidentes desde el primer dia en el caso de las células

HeLa y T47D, y desde el tercer dia en el caso de las MCEF-7.
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ABSTRACT

Purpose Preparation and in vitro characterization of tamoxifen
(TMX)-loaded folate-targeted nanoparticles based on disuffide bond
reduced bovine serum albumin (BSA-SH) and BSA-SH/alginate-cys-
teine (BSA-SH/ALG-CYS) mixtures as drug delivery systems.
Methods Folate-nanoparticles were characterized in terms of
folate content, morphology, size, zeta potential, TMX load and
drug release kinetics. Additionally, cell viability and cellular uptake
of nanoparticles were determined using different cancer cell lines.
Results Folic acid (FOL) was successfully attached to nanoparticles
(ranging between 79 and|70 umoal folate/g NP). Nanoparticles
with 76417 nm mean size were obtained and loaded with TMX
(4.2-7.7 ug/mg NP). Zeta potential and drug extraction revealed
major superficial placement of the drug, especially in the case of
BSA/ALG-FOL systems. Drug release studies in the presence of
surfactant showed a gradual release of the drug between 47 h. In
general, low cytotoxicity of unloaded systems was found. Internal-
ization of the systems was achieved and mediated by folate recep-
tor, especially in the case of BSA NP-FOL. The administration of
10 uM TMX by TMX-FOL NP showed their efficacy as controlled
TMX release systems.

Conclusions Promising anticancer action of these new TMX-
loaded folate-targeted systems was demonstrated, allowing a
new administration route to be studied in further in vivo studies
in order to improve current TMX therapy.
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ABBREVIATIONS

ALG-CYS

Alginate-cysteine conjugate

ANOVA One way analysis of variance

B-50-50 NP Nanoparticles based on 50% ALG-CYS and
50% BSA-SH

BSA Bovine serum albumin

BSA-SH Disulfide bond reduced bovine serum albumin

BSA-SH NP Nanoparticles based on 100% BSA-SH

C-70-30 NP Nanoparticles based on 709% ALG-CYS and
30% BSA-SH

DCC N,N'-Dicyclohexylcarbodiimide

DMSO Dimethy! sulphoxide

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid

FBS Fetal bovine serum

FOL Folic acid

KCl Potassium chloride

MTT Methylthiazoletetrazolium

NaCl Sodium chloride

NaOH Sodium hydroxide

NHS N-Hydroxysuccinimide

NP Nanoparticles

PBS Phosphate buffered saline

SDS Sodium dodecyl sulphate

TMX Tamoxifen

INTRODUCTION

Recent advances in medicine and health care have significant-
ly improved human life expectancy. Consequently, diseases
associated with the elderly, such as cancer, have greatly in-
creased over the past few years. Cancer has been set to
become a major cause of morbidity and mortality in coming
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decades, the number of new cancer cases being estimated at
20 million by 2013 (1). Thus, there is an increasing need to
develop new therapeutic agents, which could be used either
singly or combined with conventional therapies, and which
would cause less toxicity and provide a better quality of life to
patients.

Nanomedicine is the branch of nanotechnology that ap-
plies the emerging properties of materials on a nanoscale to
achieve faster diagnosis, improved imaging, enhanced thera-
peutics and prevention of various clinical conditions (2). The
technology has been especially focused in cancer treatment
and diagnosis to overcome the lack of specificity and resistance
developed to conventional chemotherapeutic agents (3).

Nanoparticle-based drug-delivery systems have made a
remarkable difference to controlled drug delivery of chemo-
therapeutic agents during the last two decades. Their physical,
biological and chemical attributes play an important role in
their intracellular uptake, high loading capacity and specific
targeting to tumour cells (4). However, only a selected
number of these new nanoparticulated systems have been
released to the market, whichare routinely used in clinics
(5), such as Abraxane™ (albumin-paclitaxel nanoparticles)
or Nanoxel™ (N-isopropyl acrylamide paclitaxel embebbed
micelles).

Due to their small size, nanoparticles are capable of taking
advantage of the leaky vasculature and poor lymphatic drain-
age system of tumours to enhance the retention time of packed
drugs (passive targeting) by a factor of 10 (6). However, a new
and promising strategy is being developed using biological
ligands covalently attached to nanoparticles which can be
selectively recognized by tumour cells (active targeting). That
leads to a reduction in the minimum effective dose of the drug
and its toxicity, while also improving its therapeutic efficacy
(7). Among the several molecules that have been identified as
possible ligands for coupling to nanoparticulated systems, folic
acid has been one of the most commonly used since folate
receptor (FR) over expression has been identified in a wide
range of tumours, such as in ovarian, endometrial, colorectal
or breast cancer (8). Some recent works have shown the
enhanced uptake of folate-conjugated nanoparticles based
on natural polymers by cancer cells (9,10) These systems
combine the advantages of biocompatibility and biodegrad-
ability which natural polymers offer with the enhanced uptake
of the systems mediated by folate-targeting.

Proteins and polysaccharides have been widely used sepa-
rately as biopolymers to develop new drug delivery systems.
However, the combination of both types of polymers offers
new possibilities and better functional properties that that of
each molecule alone (11). Several properties of protein-
polysaccharide complexes, such as solubility, viscosity, aggre-
gation or gelation, allow their application into different fields.
Moreover, some of these properties can be modulated by
controlling pH, biopolymer ratio and weight, temperature
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or ionic strength, which make them very versatile complexes
with different applications.

Alginate/BSA nanoparticles prepared by an emulsion
method have been previously used for the controlled delivery
of anticancer drugs, such as 5-fluoruracil (12). However, the
combination of disulfide bond reduced albumin and thiolated
alginate offers all the advantages of protein/polysaccharide
complexes, and also the possibility of stabilizing particles
though disulfide bond formation. This is a simple process that
is totally carried out in aqueous medium, and it can be
induced by changing pH conditions. Additionally, disulfide
bonds are present in biological environment, which contrib-
utes to the aim of biocompatibility and biodegradability of
these systems.

In this study, folate-targeted nanoparticles based on disulfide
bond reduced bovine serum albumin (BSA-SH) and BSA-SH/
alginate-cysteine conjugate (ALG-CYS) mixtures have been
prepared and loaded with tamoxifen (TMX), a selective
oestrogen receptor modulator widely used in breast cancer
treatment (13). They were also # vitro characterized i vitro in
order to evaluate their application in targeted tumour therapy.

MATERIALS AND METHODS
Materials

Alginic acid sodium salt (viscosity 200.000-400.000 cps), folic acid,
N-Hydroxysuccinimide (NHS), N,N-Dicyclohexylcarbodiimide
(DCC), trypsin from bovine pancreas (13,000 units/ mg solid),
gentamicin (50 pg/ml), dimethyl sulphoxide (DMSO),
methylthiazoletetrazolium (MTT), Coumarin 6 and tamoxifen
(TMX) were purchased from Sigma-Aldrich (Barcelona, Spain).
Sodium hydroxide (NaOH), hydrochloric acid (HCl; 35%), etha-
nol absolute, triethylamine, methanol (HPLC: gradient grade),
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), potassium chloride
(KCl) and potassium di-hydrogenphosphate were purchased from
Panreac (Barcelona, Spain). Bovine serum albumin (BSA, Fraction
V), sodium chloride (NaCl), di-sodium hydrogenphosphate
dihydrated and sodium dodecyl sulphate (SDS) were purchased
from Merck (Barcelona, Spain). Fetal bovine serum (FBS), peni-
allin (30 U/ml), streptomycin (30 pg/ml), IL-glutamine
(200 mM) and 0.05% trypsin/0.53 mM EDTA were purchased
from Invitrogen Life Technologies (Grand Island, NY, USA).
Dulbecco’s modified Eagle medium was purchased from Lonza

(Belgium).
Methods
Preparation of Nanoparticles

Nanoparticles of disulfide bond reduced bovine serum albu-
min (BSA-SH) and BSA-SH/alginate-cysteine conjugate
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(ALG-CYS) mixtures were prepared according to the meth-
odology developed in previous studies (14,15). Briefly, an
aqueous solution of BSA 5% (w/v) was treated with 2-
mercaptoethanol in order to obtain BSA-SH, and ALG-
CYS conjugate was synthesised by attaching L-cysteine mol-
ecules to alginate backbone by a carbodiimide-mediated re-
action (15). Then, a determined amount of BSA-SH and
ALG-CYS was dissolved in 20 ml 1 mM HCI with vigorous
stirring. The suspension obtained was sonicated (Branson
sonifier 450) and, in order to oxidize free thiol groups and
form disulfide bonds, pH was adjusted to 6.5-6.8 with 1 M
NaOH (16). The reaction was allowed to proceed for 12 h
under intense stirring conditions. Then, 5 ml of a solution of
L-cysteine (0.06 mM) was added and the reaction was
maintained for a further 5 h with vigorous stirring to block
any free thiol groups possibly remaining. After this time the
resulting suspension was centrifuged (41,000 rpm, 15 min,
Beckman Coulter Optima 1-100 XP Ultracentrifuge), and
nanoparticles were freeze dried for 24 h at —110°C.
Nanoparticles with50% ALG-CYS and 50% BSA-SH (v/v,
B-50-50 nanoparticles), 70% ALG-CYS and 30% BSA-SH
(v/v, C-70-30 nanoparticles), and 100% BSA-SH (v/v, BSA-
SH nanoparticles) were prepared. The final BSA-SH/ALG-
CYS ratio in nanoparticle composition was 1.16/1 and 0.49/
1 in the case of B-50-50 and C-70-30 nanoparticles, respec-
tively, as previous studies indicated (15). Nanoparticles with
the three compositions were prepared and selected to be
conjugated with folic acid.

Preparation of Folate-Conjugated Nanoparticles

The MN-Hydroxysuccinimide ester of folic acid (NHS-folate)
was prepared according to the method developed by Lee and
Low (17). Folic acid (2.5 g) was dissolved in 50 ml of dry
dimethyl sulfoxide (DMSO) plus 1.25 ml of triethylamine,
and reacted with N-hydroxysuccinimide (NHS) (1.3 g) in the
presence of dicyclohexylcarbodiimide (2.35 g) overnight at
room temperature. The by-product, dicyclohexylurea, was
removed by filtration. The DMSO solution was then freeze-
dried, and NHS-folate was precipitated in diethylether. The
final product, NHS-folate, was washed several times with
anhydrous ether, dried under vacuum, and yielded a yellow
powder.

The conjugation of folate to nanoparticles was carried out
following the method developed by Zhang and co-workers
(18): NHS-folate (50 mg) was dissolved in 1.0 mIDMSO and
added slowly to 2 ml of the stirried nanoparticle suspension
(10 mg NP/ml, pH adjusted to 10 using 1 M carbonate/
bicarbonate buffer). After stirring for 45 min at room temper-
ature, the reaction mixture was centrifuged and washed
(41,000 rpm, 20 min) in order to separate the folate-
conjugated nanoparticles from unreacted folic acid and other
by-products. Finally, folate-conjugated nanoparticles (B-50-

50-FOL, C-70-30-FOL and BSA-SH-FOL NP), were freeze
dried for 24 h at —110°C.

Determination of Folate Content

The amount of folate conjugated to albumin amine groups was
determined by spectrophotometric analysis (18). 2 mg folate-
conjugated nanoparticles were hydrolysed by trypsin (0.05 mg/
mg NP) with stirring at 37°C for 2 h. After the digestion process,
the quantification of folate-conjugation was performed by spec-
trophotometric measurement of its absorbance at 358 nm (folic
acid e=8643.5 M ' em™ ).

Preparation of TMX-Folate-Conjugated Nanoparticles

TMX loading into folate-conjugated nanoparticles was based
on the methodology used in previous studies (14). Briefly, after
folate-conjugated nanoparticles were obtained, 20 mg of
nanoparticles were suspended in 1 ml of a 500 pg/ml TMX
solution (in ethanol) and incubated for 12 h at room temper-
ature. Finally, the suspension was centrifuged (41,000 rpm,
15 min) and the nanoparticles were again freeze-dried. All the
experiments with TMX were performed under subdued light
as the drug is highly photosensitive.

Morphology, Size and Zeta Potential Measurements

The appearance and size of folate-conjugated nanoparticles
were studied by scanning electron microscopy (FE-SEM) (Jeol
JSM-6400 Electron Microscope, resolution 3.5 nm from
Centro de Microscopia y Citometria, UCM). Size and zeta
potential measurements of TMX-loaded and unloaded sys-
tems were performed in deionized distilled water using a back-
scattered quasi-elastic light scattering device (Zetatrac NPA-
152, Microtrac). Data was processed with Microtrac Flex
Software.

Estimation of Drug Content

In order to determine the amount of TMX loaded into folate-
conjugated nanoparticles, an enzymatic digestion of TMX-
loaded folate-conjugated nanoparticles was carried out based
on the methodology developed in previous works (14). Briefly,
2 mg of TMX-loaded nanoparticles were suspended in 2 ml of
phosphate buffered saline (PBS, pH=7.4) and 100 pg trypsin
were added to the solution. The digestion process was
performed under stirring at 37°C for 24 h. After this time,
TMX was extracted from PBS solution by the addition of 4 ml
of dichloromethane. The tubes were mixed in a vortex mixer
for 10 min and then centrifuged for 20 min at 3,000 rpm. The
organic phase was transferred to vials and evaporated to
dryness. The resulting residue was reconstituted in methanol
and then evaluated by HPLC. In order to establish the efficacy
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of the extraction process, 2 mg of unloaded nanoparticles were
suspended with a known concentration of TMX in PBS and
100 pg of trypsin, and the same extraction protocol was followed.

A direct extraction of the drug from TMX-loaded
nanoparticles was carried out using methanol in order to study
the strength of the interaction between the drug and the
system (14,15): 3 mg of TMX-loaded nanoparticles were
suspended in 1 ml of methanol with stirring for 5 h. After this
time, the suspension was centrifuged (13,000 rpm, 5 min) and
the supernatant liquid was collected for measurement. The
samples obtained in all processes were analyzed by HPLC.

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) with
a fluorescence detector was required to determine the drug
content (19,20). The chromatographic separation was
performed on a 25 cmx4.6 mm RP-Spherisorb ODS2 Cg
column (5 pm particle size, Waters). The mobile phase
consisted of 1% aqueous solution of triethylamine and meth-
anol 11/89 (v/v). A flow rate of 1 ml/min was established.
The fluorescence detector was set at an excitation wavelength
of 250 nm and an emission wavelength of 370 nm. A photo-
chemical reactor unit with a wavelength of 254 nm was placed
between the detector and the column. Chromquest 4.2 soft-
ware (Thermo) was used to process the data obtained. The
limit of detection of TMX established by this method was
1 ng/ml. Standard solutions (10-2,000 ng/ml) of TMX in
methanol were used to obtain the calibration curve and a
good linear correlation (#=0.99) was obtained.

Drug Release Studies

For drug release studies from TMX-loaded folate-conjugated
nanoparticles, 5 mg of drug-loaded nanoparticles was added
to 5 ml PBS (pH=7.4) with 0.5% SDS contained in a flask vial
at a constant temperature (37°C) and at orbital shaking
(100 rpm, Ecotron INFORS HT). TMX is relatively insoluble
in the aqueous medium and SDS is an anionic surfactant used
to make the release of the drug easier in phosphate buffer (21).
Atintervals, 50 pL samples were withdrawn from the solution
in order to follow the change in drug concentration using
HPLC. The volume removed from the vial was replaced with
PBS with 0.5% SDS. Additionally, a parallel drug release
study was performed in PBS (pH=7.4) without SDS to com-
pare the amount of drug released at 24 h under more phys-
iological conditions with TMX released in the presence of
SDS. Sink conditions were maintained during drug release
experiments (22).

In Vitro Cell Culture Studies

Cell Culture. Human breast adenocarcinoma MCF-7 and
T47D cells were obtained from Dr. von Kobbe and Dr.
Pérez-Castillo, respectively, and human cervical cancer HeLa
cells were obtained from Dr. Tierrez, whose original source
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was ATCC® and between 20 and 25 passage numbers. Cells
were maintained in Dulbecco’s modified Eagle medium,
supplemented with 10% heat inactivated FBS, penicillin
(50 U/mL), (50 pg/mL),
(200 mM) and gentamicin (50 pg/mL) in a humidified incu-
bator at 37°C and 5% COy atmosphere (HERA cell, Sorvall
Heraeus, Kendro Laboratory Products Gmbh, Hanau, Ger-
many). Ceells were plated in 75-cm” flask (Sarstedt Ag and Co.,
Barcelona, Spain) and were passaged when reaching 95%

streptomycin L-glutamine

confluence, by gentle trypsinization.

Immunofluorescence Analysis. The expression of FR-a in
MCF-7, T47D and Hela cell lines was determined and
quantified by the immunofluorescence technique (23) using
a specific monoclonal murine antibody (MAb Mov18/ZEL,
Enzo Life Sciences, Switzerland) (24). Cells were seeded in 24-
well flat-bottom plates at 50,000 cells per well for MCF-7 and
T47D, and 25,000 cells per well for HeLLa. Twenty-four hours
later, cells were harvested and washed with fluorescence-
activated cell sorting (FACS) buffer (PBS containing 0.1%
sodium azide and 5% FBS). Approximately, 10° cells were
then suspended in 200 pl of FACS buffer with saturating
concentrations (10 pg/ml) of the primary anti FR-o MOv18
or isotypic control IgG murine antibody Biolegend, Germa-
ny). After incubation onice for 1 h, the cells were washed twice
in FACS buffer, and incubated for an additional 30 min at
4°C with optimal dilutions of goat anti-mouse-IgG Alexa488-
conjugated second step antibody (Enzo Life Sciences, Swit-
zerland). At the end of the incubation, the cells were washed 3
times with PBS at 4°C and fixed in 1% buffered paraformal-
dehyde. Samples were analyzed with a FACScan flow
cytometer using GellQuest software (BD Biosciences, Moun-
tain View, CA). Cells were analyzed by gating based on
forward and side scatter. Results are expressed as fluorescence
index (FI) defined as FR-a associated fluorescence divided by
isotypic control fluorescence.

Cellular Uptake of Nanoparticles. Cellular uptake of folate-
conjugated
nanoparticles was investigated with a monoculture of MCF-
7, T47D and Hela cells using the methodology developed in
previous works (14). Briefly, nanoparticles were loaded with
Coumarin following the protocol previously used (14). Cells
were seeded in 96-well flat-bottom plates at 10,000 cells per
well for MCF-7 and T47D cells and at 5,000 cells per well for
HeLa. Twenty-four hours later, the medium was replaced
with 100 pul medium with 1% FBS containing 1 mg of

nanoparticles and non folate-conjugated

Coumarin-loaded folate-targeted and non-targeted nano-
particles per ml of growth medium. The plates were incubated
at 37°C for 2 and 24 h. Then, the cells were washed thor-
oughly with PBS in order to remove the nanoparticles which
had not been effectively internalized by the cells. Finally,
MCF-7, T47D and HeLa cells were dried overnight and
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dissolved in 100 pl of lysis reagent (PBS with 2% SDS and
50 mM EDTA). Remaining nanoparticles were quantified by
fluorimetry at 488 nm using a spectrophotometer (Varioskan,
Thermo Fisher Scientific, Barcelona, Spain). In order to cal-
culate the amount of nanoparticles from fluorescence, calibra-
tion curves (fluorescence versus concentration) were prepared
in the same lysis medium.

For a competitive binding assay (25), folate receptors were
blocked with incubation medium including 1 mM free folic
acid 2 h before adding nanoparticles. Then, the medium was
replaced with nanoparticles suspended in medium +1 mM
free folic. Plates were incubated at 37°C for 2 h and, after this
time, the same protocol as previously described was followed.

Additionally, microscopy studies were carried out before
removing PBS from the final wash. Localization of fluorescent
dye was examined by light fluorescence microscopy (Leica
DMIL microscope, Leica Microsystems Switzerland). Cells
were photographed with a Leica DFC 300FX digital camera
and Leica Application Suite software was used for processing
the pictures (Leica Microsystems Switzerland). This experi-
ment was carried out only with those systems that showed an
enhanced uptake when they were functionalized with folate
(B-50-50-FOL and BSA-SH-FOL NP), taking into account
the results obtained in the uptake assay previously described.

Cell Viability. Cell viability was evaluated by using the MTT
method. All experimental conditions were performed in quin-
tuplicate. Each experiment was carried out in triplicate. 10 uM
TMX was used, having been determined as the most effective
concentration in preliminary experiments (14). Cells were seed-
ed in 96-well flat-bottom plates at 5,000 cells/well, in the case of
MCF-7 and T47D cells, and at 2,500 cells/well, in the case of
HeLa cells. After 24 h, the medium was replaced with 100 pl
medium with 1% FBS containing unloaded folate-conjugated
nanoparticles, TMX-loaded folate-conjugated nanoparticles or
the drug in solution. The amount of nanoparticles was
0.929 mg/mL in the case of B-50-50-FOL and BSA-SH-
FOL NP, and 0.620 mg/ml for C-70-30-FOL NP which was
in accordance with the concentration of TMX considering the
TMX load of the particles. Medium was not removed or
changed up to 1, 2, 3, 6 and 9 days, when 10 ul MTT solution
(5 mg/ml) was added to each well. After 2 h incubation at
37°C, 5% COs, each well was replaced with 100 pl DMSO
(26). Cell viability was determined by measuring the absor-
bance at 570 nm using a spectrophotometer (Varioskan, Ther-
mo Fisher Scientific, Barcelona, Spain). Results are presented
as the percentage survival in relation to untreated control cells.

Statistical Analysis

Statistical comparisons were performed using one way analy-
sis of variance (ANOVA) following by Bonferroni post hoc

analysis with computer software SPSS 19.0. Values of p<0.05
and p<0.01 were considered significant and very significant,
respectively.

RESULTS
Determination of Folate Content

A spectrophotometric measurement was carried out after the
tryptic hydrolysis of nanoparticles to evaluate the extent of folate-
conjugation in folate-conjugated nanoparticles. 170+ 13, 143+25
and 791229 pmol folate/g NP were determined for BSA-SH-
FOL, B-50-50-FOL and C-70-30-FOL NP, respectively. The
amount of folate conjugated to C-70-30-FOL NP was significantly
lower (p<0.05) than that bound to BSA-SH-FOL and B-50-50-
FOL NP.

Morphology, Size and Zeta Potential Measurements

Morphology of BSA-SH-FOL, B-50-50-FOL and C-70-30-
FOL NP was analysed by FE-SEM. FE-SEM micrographs of
nanoparticles (Fig. 1) showed individual nanometric particles,
with certain spherical tendency, and apparently non porous
and smooth surface.

Each nanoparticle formulation was also analysed using
quasi-elastic light scattering in order to characterize TMX-
loaded and unloaded folate-conjugated nanoparticles in terms
of mean size and surface charge. All nanoparticles showed
nanometric size. BSA-SH-FOL, B-50-50-FOL and C-70-30-
FOL NP unloaded systems showed mean diameter of 350, 68
and 98 nm, respectively (Fig. S1; Supplementary Material).
TMX-BSA-SH-FOL, TMX-B-50-50-FOL and TMX-C-70-
30-FOL nanoparticles showed mean diameter of 417, 76 and
104 nm, respectively (Fig. S1; Supplementary Material).

Zeta potential analysis revealed that BSA-SH-FOL, B-50-
50-FOL and C-70-30-FOL NP unloaded systems had zeta
potential values of —10£4, —23.4+0.6 and —43+3 mV, re-
spectively. In the case of TMX-loaded systems, TMX-BSA-
SH-FOL, TMX-B-50-50-FOL and TMX-C-70-30-FOL
nanoparticles showed zeta potential values of 5£2, 42+2
and 3216 mV, respectively.

Estimation of Drug Content in Nanoparticles

An enzymatic degradation was carried out in order to quan-
tify the TMX load of the folate-conjugated systems. TMX-
BSA-SH-FOL, TMX-B-50-50-FOL and TMX-C-70-30-
FOL nanoparticles showed values of 4.9+0.5, 4.2+0.3 and
7.710.8 pg TMX per mg nanoparticle, respectively.
According to these results, TMX-C-70-30-FOL nanoparticles
included significantly (p<0.01) more drug than TMX-B-50-
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Fig. I FE-SEM micrographs of nanoparticles: BSA-SH-FOL NP (a), B-50-50-FOL NP (b) and C-70-30-FOL NP (c).

50-FOL and TMX-BSA-SH-FOL nanoparticles, which
showed similar values.

In the case of TMX extraction with methanol, TMX-
BSA-SH-FOL, TMX-B-50-50-FOL and TMX-C-70-30-
FOL nanoparticles showed values of 1.9%£0.3, 4.1£0.5
and 6.1+0.7 pg TMX per mg nanoparticle, respectively.
Thus, this method allowed the complete extraction of the
drug to be achieved in the case of nanoparticles with
alginate in their composition, but only 38% of the average
drug load value was extracted in the case of albumin
nanoparticles.

Drug Release Studies

The cumulative release curve of TMX in the presence of SDS
in the release medium is represented in Fig. 2. Maximum drug
release obtained from each formulation is shown in Table 1.
TMX release was complete in all cases, since differences
between maximum drug release values and TMX load of
nanoparticles determined by enzymatic degradation were
not found to be statistically significant (p>0.05).

Drug release in the presence of SDS occurred rapidly for
the first 3 h, 2 h and 1.5 h, when 39%, 36% and 62% of TMX
was released from TMX-BSA-SH-FOL, TMX-B-50-50-FOL
and TMX-C-70-30-FOL, respectively. From this point on-
ward, a slower second stage was established and the TMX
release rate could be determined. These values are shown in
Table I.

Additionally, the amount of TMX released from the sys-
tems was quantified at 24 h in a parallel study performed in
the absence of SDS. 0.2£0.1, 0.12£0.03 and 0.18£0.03 ug
TMX/mg NP values were determined for TMX-BSA-SH-
FOL, TMX-B-50-50-FOL and TMX-C-70-30-FOL, respec-
tively. These data were significantly different (p<0.01) from
the respective values at 24 h in the presence of SDS in the
release medium (3.99+0.08,4.8+0.2 and 5.8 £ 0.4 pg TMX/
mg NP in the case of TMX-BSA-SH-FOL, TMX-B-50-50-
FOL and TMX-C-70-30-FOL, respectively).
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In Vitro Cell Culture Studies

Three different cellular lines, MCF-7, T47D and Hela cells,
were selected according to their expression of estrogen recep-
tor (ER) and folate receptor (FR) to assay the nanoparticles
and evaluate, not only the antiestrogenic action of the drug,
but also the uptake of the systems mediated by the FR.

Immunofluorescence analysis was employed to quantify
the expression of FR-a on MCF-7, T47D and HelLa cell
surface using a specific monoclonal antibody. Figure 3 shows
the histogram of associated FR-o fluorescence of the three cell
lines. As can be observed, the receptor presence was con-
firmed in all the lines, but not in the same proportion. Very
similar FR-o expression was observed in the case of MCF-7
and T47D cells, the MCF-7 cell line being slightly more FR-a
expressive than T47D cells (8.9 and 7.7, respectively). HeLa
cells were the most FR-a expressive and showed the highest FI
value (24.9).

Folate-conjugated nanoparticles and non folate-conjugated
nanoparticles were loaded with a fluorescent marker and added
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Fig. 2 Cumulative amount of TMX released from drug-loaded TMX-BSA-
SH-FOL NP (—@—), TMX-B-50-50-FOL NP (—=@—) and TMX-C-70-30
NP-FOL (——).
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Table I Maximum Drug Release and Release Rates of Tamoxifen from Nanoparticle Formulations

Sample Maximum drug release (ug TMX/mg NP)  Time  Release rate in second stage K (ug TMX/mg NP/h)*  Second stage time interval
TMX-BSA-SH-FOL 4.1 0.1 7h 001809327 3-8h
TMX-B-50-50-FOL  4.9+0.1 6h  0.124(0.989) 4-8 h
TMX-C-70-30-FOL  6.6+0.3 4h 0.023(0.905)* .5-8 h

*Value in parenthesis is r*

to cells in order to study their cellular uptake. Fluorescent signal
mto cells was quantitatively and qualitatively detected after 2
and 24 h of incubation. Results are shown in Fig. 4. As can be
observed, either targeted or not targeted systems were internal-
ized. However, B-50-50-FOL and BSA-SH-FOL NP en-
hanced their uptake when the systems were functionalized with
folate while no differences were found in the case of C-70-30-
FOL NP. B-50-50-FOL was highly internalized by the three
lines, and BSA-SH-FOL uptake was especially relevant in case
of HeLa cells.

Besides the quantitative assay, the internalization of these
systems was easily observed due to the green fluorescence of
coumarin attached to the particles, as shown by the images
obtained from the fluorescence microscope (Fig. 4).

A competitive binding assay was carried out at 2 h to assess
if FR was responsible for the increased uptake of B-50-50-
FOL and BSA-SH-FOL NP by adding free folic acid to the
incubation medium. FR seemed to be mainly involved in
BSA-SH NP uptake by the three cell lines and in B-50-50-
FOL NP uptake by T47D cells, as nanoparticle uptake values
significantly decreased when free folic acid was added to the
medium (Fig. 4). However, B-50-50-FOL NP uptake by
MCF-7 and HeLa cells could not be exclusively attributed to
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Fig. 3 Histogram with associated FR-a fluorescence of MCF-7, Hela and
T47D cells.

FR, since uptake reduction in the presence of free folic acid
was not found to be statistically significant (Fig. 4).

Cytotoxicity studies were carried out over 1, 2, 3, 6 and
9 days with unloaded folate-conjugate nanoparticles using the
equivalent concentration to 10 uM TMX when drug was
administered by nanoparticles in later studies. In the case of
MCF-7 cells, B-50-50-FOL and C-70-30-FOL NP generally
caused low cytotoxicity (cell survival between 9918% and
731+8%), and showed the lowest viability values after 9 days
of incubation. However, BSA-SH-FOL caused a significant
decrease in cell viability from the first day of incubation
(between 691 4% and 57 £8%). In the case of HeLLa cells, cell
survival was significantly reduced with B-50-50-FOL and
BSA-SH-FOL NP from the third day of incubation (between
6815% and 50%12%). For C-70-30-FOL NP, low toxicity
was observed during the first three days of incubation (be-
tween 108+£9% and 71%8%) but this value decreased to
44+8% at day 9. Finally, in the case of T47D cells, a similar
situation was observed to that of MCF-7 cells. B-50-50-FOL
and C-70-30-FOL NP caused low cytotoxicity over the com-
plete study (between 105+ 10% and 78+ 11%) and showed
the lowest values after 9 days of incubation. BSA-SH-FOL
caused a significant decrease in cell viability from the first day
of incubation (between 73+ 16% and 62£7%).

Finally, 10 pM TMX was administered to cells in solution
and entrapped into nanoparticles to check the efficacy on
gradual reduction of cell survival at 1, 2, 3, 6 and 9 days
(Fig. 5). TMX administered entrapped into folate-systems
caused more gradual decrease in cell viability than when
TMX was administered in solution from the first day, in the
case of HelLa and T47D cells, and from the third day, in the
case of MCF-7.

DISCUSSION

Current TMX therapy for advanced or metastatic oestrogen-
dependent breast cancer has been associated with some seri-
ous side effects after long-term treatment. Thus, research on
new challenging targeted therapies has become a necessity.
Folate receptor plays a significant role in a wide range of
tumour types, including breast cancer (7). It has been hypoth-
esized that folate-attached therapeutic agents might reduce
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Fig. 4 Quantitative comparison of Coumarin-loaded internalized nanoparticles into MCF-7 (a, b and ¢), Hela (d, e and f) and T47D cells (g, h and i).
Fluorescence microscopy images of Coumarin-loaded BSA-SH-FOL NP in MCF-7 cells (j), Coumarin-loaded B-50-50-FOL NP in Hel.a cells (k) and Coumarin-
loaded C-70-30-FOL NP in T47D cells (I). White arrows indicate representative uptaken nanoparticles. Data marked with (*) showed significant differences
(p<0.05) and with (*¥) showed very significant differences (p <0.01).

off-site toxicity and enhance efficacy against tumour cells.
Previous works (14,15) showed good i wvitro efficacy of
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TMX-loaded nanoparticles based on various mixtures of
modified alginate and albumin as controlled drug delivery
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Fig. 5 Cell viability of MCF-7 (a), Hela (b) and T47D (c) cells in presence of 10 uM TMX: without drug (—e—); TMX solution (—#—); TMX-BSA-SH-FOL

(), TMX-B-50-50-FOL (—m—) and TMX-C-70-30-FOL ( ).

systems. Additionally, an improved  vivo antitumor activity of
TMX was declared after subcutaneous administration of these
TMX-loaded nanoparticles in a breast tumour xenograft
model (27). Consequently, the attachment of folic acid to these
systems already tested could possible make an improvement of
the effectiveness of TMX,, and also in the development of new
administration routes for this drug, such as intravenously.
Covalent attachment of folic acid to the three systems was
successfully achieved. A very similar amount of folate content
to that reported by Zhang and co-workers, who used the same
methodology for BSA nanoparticles (18), was obtained. It
seemed that when the proportion of BSA into the composition
was reduced, a lower value of folate content was obtained, this

being significantly different in the case of C-70-30-FOL NP.
Since folic acid attachment occurred via amine groups of
BSA, a lower value was expected in the composition with a
lesser proportion of BSA in its composition.

Particles were characterized in terms of mean size and
surface charge. Particles of very small size (<100 nm) were
obtained in all cases according to SEM micrographs. Quasi-
elastic light scattering analysis confirmed this small size in the
case of nanoparticles based on alginate/albumin mixtures.
However, albumin nanoparticles showed a higher mean size
value by this technique than deduced from the SEM micro-
graphs. This difference could be explained in terms of nano-
particle aggregation phenomenon. Either unloaded or TMX-
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loaded nanoparticles presented zeta potential values signifi-
cantly lower than 30 mV, which has been established as the
minimum to obtain a physically stable nanosuspension and
avoid nanoparticle aggregation (28). Thus, BSA-SH-FOL NP
aggregates could be formed in aqueous medium, resulting in
an increased mean size value when quasi-elastic study was
performed. In the case of B-50-50-FOL and C-7030-FOL
NP, zeta potential values were close to £30 mV, resulting in
stable nanosuspensions with similar mean size values by both
techniques. Negative zeta potential values were obtained for
unloaded formulations. This fact was expected due to the
presence of BSA and alginate in nanoparticle composition,
as other works have revealed (29,30). When nanoparticles
were loaded with TMX, zeta potential values became positive
in all cases. This fact could be attributed to the major super-
ficial localization of the drug (31), according to the similar
tendency observed in previous works (14,22).

TMX-load of nanoparticles was determined after tryptic
hydrolysis of the systems. Results were very similar to those
reported in previous studies (14), indicating that folate attach-
ment did not affect TMX incorporation. Results of TMX
extraction with methanol demonstrated again the superficial
presence of TMX, as zeta potential values indicated. In the
case of TMX-B-50-50-FOL and TMX-C-70-30-FOL NP,
TMX extraction was complete; but in the case of TMX-
BSA-SH-FOL NP, 62% of the drug was still trapped in the
system. This fact was attributed to the strong interaction that
can be established between TMX and the hydrophobic re-
gions of albumin, as previous studies revealed (32). Superficial
presence of the drug was additionally supported by fast TMX
release during the first step of the release study performed with
SDS, which is characteristic of hydrophobic drugs with this
location (22). After this stage strongly retained TMX was
released. Complete release of TMX was achieved within the
first 24 h from all systems when SDS was included in the
release medium. However, SDS would contribute to this fast
and complete release, as previous studies showed (33). In fact,
when a TMX release study was performed in PBS without
SDS, the amount of drug released from the systems at 24 h
diminished to 3-5% of total TMX load. SDS is a surfactant
that is not present in physiological conditions. Consequently, if
these nanoparticles were intravenously administered, almost
all the loaded drug would remain intact and would be only
released after the enzymatic digestion of nanoparticles, which
would mainly occur after their cellular internalization. The
presence of albumin into nanoparticle composition became a
determinant factor for the release control (14,15). As a matter
of fact, those compositions with a higher amount of albumin
showed lower percentages of drug released in the first stage.
Additionally, maximum drug release in these compositions
was obtained later than in TMX-C-70-30-FOL.

Different cellular lines were used to test folate-targeted
systems according to their expression of ER and FR. Hela
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and T47D cells have been described in the literature as
ER(-)&FR(+) and ER(H)&FR(+), respectively (34,35).
MCF-7 cells have been described as positive in the expression
of ER (35), but controversy has arisen in the case of folate
receptor expression. Some authors have described this line as
deprived in FR and, indeed, they used this line as negative
control (36). However, there are works that describe them as
weakly FR expressive (34) or even positive in the expression of
FR receptor (37). Taking into account this controversial as-
pect, an immunofluorescence analysis was carried out in order
to determine the FR expression level of each cell line. Results
showed that all lines were positive in the expression of FR,
especially Hela cells, allowing these three lines to be used as
possible i vitro test of folate-targeted system efficacy.

In general, good cytocompatibility values were obtained
with B-50-50-FOL and C-70-30-FOL NP. This is in accor-
dance with results previously obtained using non targeted
systems (14). However, BSA-SH-FOL NP showed lower
values of cell viability in the three lines than non targeted
formulations (80%—100%) (14), indicating that this composi-
tion itself was relatively toxic. Since IR was determined in
uptake studies as the main mechanism used by cells to inter-
nalize BSA-SH-FOL NP, only cells with FR over-expression,
such as cancer cells, would be principally affected by this
toxicity. Thus, BSA-SH-FOL NP itself would have a synergic
antitumor action with TMX when loaded with this drug. In
the case of B-50-50-FOL NP, uptake results could not clearly
point to FR as the only mechanism of internalization, with the
exception of T47D cells. This fact might indicate the existence
of an unspecified mechanism that would act additionally to
FR-mediated internalization. Thus, the presence of free folic
acid in the incubation medium would not be sufficient to
inhibit the internalization of the system. Previous works de-
tected the presence of this unspecific uptake mechanism in
MCF-7 and HeLa cells due to the presence of alginate in
nanoparticle composition (14). Some authors revealed that
negative-charged nanoparticles showed high cellular uptake
levels due to electrostatic interactions established with some
parts of cellular membrane (38,39). B-50-50-FOL NP showed
more negative zeta potential values than BSA-SH-FOL NP
and consequently, this system could only interact directly with
cells due to its anionic surface, and this aspect creates difficulty
in identifying the internalization via FR by this methodology.
However, folic acid attachment to the systems, either in B-50-
50-FOL or BSA-SH-FOL NP, led to a great enhancement of
the nanoparticle uptake in all cellular lines. Consequently,
FR-mediated uptake might be implicated in the internaliza-
tion of both systems despite the fact that significant evidence
was only found in BSA-SH-FOL NP. In the case of C-70-30-
FOL NP, the amount of folate attached to the system was not
enough to enhance its uptake. It seemed that an unspecific
mechanism had a predominant role in this composition,
which in fact showed the most negative zeta potential value.
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When TMX was loaded into the systems, a gradual decrease
in cell viability values was observed when TMX was being
released from the all the systems. TMX-BSA-SH-FOL and
TMX-B-50-50-FOL NP were especially effective in reducing
cell viability from the third day of incubation. The amount of
TMX that would be available within the cells treated with
TMX-loaded systems would be lower than the amount of
drug available in cells treated with TMX solution at 24 h,
considering the amount of NP bound to cells at 24 h in uptake
studies. However, folate-targeted systems may enter cells via
folate receptor mediated endocytosis pathway (Ka~5x 10"
M for folate) (40), where much of the material is released into
the cell cytoplasm after endocytosis and vesicular trafficking,
and unligate folate receptor may then recycle to the cell
surface. Since the recycling rate for the folate receptor is in
the range of 0.5 to 5 h (41), more NP are expected to be
introduced into the cells over 9 days. Moreover, folate conju-
gates have been observed to remain stable and functional for
several hours following uptake by cancer cells (42), and TMX
would be released only after NP degradation. This would
justify the delayed cytotoxic action of folate targeted NP
compared to TMX solution effect. Thus, the efficacy of
TMX-FOL NP as a controlled drug release systems was
demonstrated i vitro, where the systems with high folate
content were the most effective against tumour cell survival.

In conclusion, this study demonstrates the promising i vitro
anticancer action of these new TMX-loaded folate-targeted
systems, especially TMX-BSA-SH-FOL and TMX-B-50-50
NP-FOL, which showed the highest cell uptake values and
effectiveness in reducing carcinoma cell survival. TMX incor-
poration to these folate-targeted systems may allow a new
administration route to be studied in further i vwo studies in
order to improve current TMX therapy.
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Metodologia y Resultados

5. Vectorizando el tamoxifeno a tumores de mama xenograft: eficacia preclinica
de nanoparticulas funcionalizadas con acido félico basadas en una

combinacién de alginato-cisteina/albimina con puentes disulfuro reducidos.

[Targeting tamoxifen to breast cancer xenograft tumours: preclinical efficacy of
folate-attached nanoparticles based on alginate-cysteine / disulphide-bond-
reduced albumin. A. Martinez, E. Muiiiz, C. Teijén, I. Iglesias, ].M. Teijon y M.D.
Blanco. Pharmaceutical Research DOI 10.1007 /s11095-013-1247-5 (2013)].

Objetivo:

El objetivo de este trabajo fue la evaluacién de la eficacia antitumoral in vivo
del tamoxifeno incorporado en nanoparticulas compuestas por BSA-SH/ALG-
CYS funcionalizadas con &cido fdlico, previamente caracterizadas in vitro, asi
como de la capacidad de vectorizacién del tratamiento a través de estos sistemas
mediante su administraciéon intravenosa en un modelo de cdncer de mama
xenograft (MCF-7) desarrollado en ratones atimicos. La efectividad de los
sistemas se valor6 comparativamente respecto a la acciéon del farmaco
administrado en disoluciéon y también respecto a los sistemas analogos sin

funcionalizar con acido félico.

Metodologia:

Las nanoparticulas vectorizadas y sin vectorizar con acido félico cargadas
con tamoxifeno que se evaluaron en este estudio fueron preparadas siguiendo el
protocolo desarrollado en los estudios anteriores. Las composiciones
seleccionadas para este estudio in vivo fueron aquellas formadas por mezclas de
proteina y polisacarido modificados que partian inicialmente de 50% de ALG-
CYSy 50% BSA-SH en su composicion: las nanoparticulas B-50-50 NP y TMX-B-
50-50 NP, sin funcionalizar, y las nanoparticulas B-50-50-FOL NP y TMX-B-50-50-
FOL NP, funcionalizadas con acido félico. En la Tabla 1 se recogi6 un resumen de
las caracteristicas fisico-quimicas, determinadas en estudios previos, de cada tipo

de nanoparticula.
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La linea celular seleccionada para el desarrollo de los tumores xenograft fue
la linea celular MCF-7 de cancer de mama humano. Las células se cultivaron
siguiendo el procedimiento rutinario, y antes de la inoculacién en los ratones se
tripsinizaron y se resuspendieron en medio de cultivo, manteniéndolas en hielo

hasta su inyeccion.

En cuanto a los ratones empleados para el estudio, se seleccionaron ratones
hembra atimicos nu/nu de 4 semanas de edad, que se mantuvieron en
condiciones de esterilidad y comida y bebida a demanda. Las células se
inyectaron subcutdneamente en el lateral derecho de los ratones (107 células/0,3
ml) que se mantuvieron anestesiados con isoflurano durante la inoculacién. Los
animales recibieron inyecciones subcutdneas semanales de valerato de 17-f-
estradiol tras la implantaciéon de las células para favorecer el crecimiento del

tumor.

Una vez que los ratones hubieron desarrollado un tumor palpable (~400
mm?), el tratamiento hormonal se suspendié y los ratones se distribuyeron en 6
grupos de cinco ratones cada uno: grupo control (a los que se les administr6
suero salino), dos grupos placebo tratados con 5 mg/ml de las nanoparticulas B-
50-50 NP y de B-50-50-FOL NP, un grupo tratado con 5 mg/ml del sistema TMX-
B-50-50 NP, un grupo tratado con 5 mg/ml de las nanoparticulas TMX-B-50-50-
FOL NPy, finalmente, un grupo tratado con 20 ng/ml del f&rmaco en disolucién.
La cantidad de farmaco administrada en cada inyeccion (200 pl) fue de 4 pg, y las
inyecciones se llevaron a cabo cada 3 dias durante 12 dias por via intravenosa a

través de la vena de la cola.

La distribucién de los ratones en los diferentes grupos no pudo realizarse de
manera aleatoria debido a la elevada variabilidad que se observé en el volumen
de los tumores de los ratones. Por ello, se decidié reservar aquellos ratones con
los tumores maés grandes y mas vascularizados para los tratamientos con
farmaco, bien en forma de disolucién o vehiculizado en los sistemas, ya que se

esperaba que el farmaco hiciera su efecto y detuviera o disminuyera la
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progresion de dichos tumores. De esta manera, se evitaria el posible sacrificio de
los ratones por el desarrollo de un tumor excesivamente grande. Los ratones con
tumores mas pequefos se reservaron para los tratamientos con suero salino y con
las nanoparticulas placebo, los cuales se esperaba que no afectaran al crecimiento
del tumor, y por tanto no hubiera riesgo de desarrollar tumores demasiado

grandes que pudieran implicar el sacrificio de los ratones antes de lo previsto.

El tamafio del tumor se obtuvo midiendo dos didmetros perpendiculares del
mismo cada tres dias y calculando el volumen de cada tumor aplicando la
ecuaciéon incluida en la metodologia del trabajo. Una vez se finaliz6 el
tratamiento, los ratones se sacrificaron, su tumor se aislé y una seccién del mismo
se fijo6 en paraformaldehido 4%. El resto del tumor, junto con muestras de
plasma, el atero y los ovarios, higado, bazo, pulmones y rifiones se congelaron

para ser procesadas después en el estudio de biodistribucion del farmaco.

Las muestras de tumores fijadas en paraformaldehido 4% se incluyeron en
parafina para la preparacion de bloques solidos con los que llevar a cabo los
cortes de tejido necesarios para las tinciones histologicas y los estudios de

inmunohistoquimica.

El estudio histolégico de los tumores se llevé a cabo mediante la realizacion

de dos tinciones bésicas: hematoxilina-eosina y azul de toluidina.

El estudio de inmunohistoquimica se basé en la deteccion de Ki-67, un
antigeno nuclear presente en células proliferativas y ausente en células
quiescentes, a través de un anticuerpo primario especifico de dicho antigeno
(anticuerpo anti-Ki 67 humano realizado en ratén). Para revelar la presencia de
dicho antigeno, se emple6 un método de fluorescencia tras la incubacién con el
anticuerpo primario, usando un anticuerpo secundario conjugado con un
fluoréforo (anticuerpo realizado en conejo anti-ratén y unido a rodamina). Para
asegurar la especificidad del anticuerpo primario, algunos cortes se incubaron
s0lo en presencia del anticuerpo secundario para emplearlos como control

negativo.
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Para estudiar la biodistribucién del tamoxifeno y uno de sus metabolitos mas
importantes, el 4-hidroxitamoxifeno, las muestras de plasma, érganos y tumores
se homogenizaron siguiendo el procedimiento descrito en la metodologia. A
continuacién se llevé a cabo la extraccion del farmaco de cada una de ellas

mediante un disolvente organico y los extractos fueron procesados mediante

HPLC.

Resultados:

Para evaluar la actividad antitumoral del tamoxifeno administrado en las
nanoparticulas y la capacidad de vectorizaciéon del tratamiento empleando
nanoparticulas funcionalizadas con acido félico se emple6 un modelo de tumor
de mama xenograft desarrollado en ratones atimicos. El tratamiento con las
nanoparticulas funcionalizadas y sin funcionalizar, con farmaco y sin él, asi como
con el farmaco en disolucién, comenzoé una vez los ratones hubieran desarrollado
tumores palpables, administrando la dosis correspondiente de cada tipo de
tratamiento cada 3 dias durante 12 dias. Todos los tratamientos fueron bien
tolerados por los animales ya que no se produjeron pérdidas de peso

significativas (Datos no mostrados).

La medida del volumen del tumor se realizé cada tres dias para estudiar la
evolucion del tumor (Figura 1). Ademads, con estos valores se establecieron dos
velocidades de crecimiento del tumor (Tabla 1): V1 o velocidad de crecimiento del
tumor en cada grupo antes de comenzar los tratamientos; y V2 o velocidad de
crecimiento del tumor tras el comienzo los tratamientos, cuyos valores se recogen
en la Tabla 2. Con estos valores, se calcul¢ el indice V2/V1 para analizar posibles
diferencias entre el crecimiento del tumor en cada grupo antes y después del

tratamiento.

Como se puede apreciar en la Figura 1A, los tumores de los ratones
pertenecientes al grupo control y al grupo de las nanoparticulas placebo
crecieron rapidamente y se mantuvieron asi durante todo el experimento. Estos

grupos presentaron valores de V1 muy similares, lo que indicé que el crecimiento
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de todos los tumores era muy similar antes de comenzar los tratamientos. Sin
embargo, se obtuvieron diferentes indices V2/V1 (Tabla 2). En el caso del grupo
control, la velocidad de crecimiento del tumor antes y después de las inyecciones
de suero salino fue igual, con lo que estas inyecciones no modificaron la
progresion de los tumores. En cambio, los tumores tratados con las
nanoparticulas placebo obtuvieron un valor de V»/V1>1 (Tabla 2), lo que indic6
que las nanoparticulas sin farmaco, especialmente la composicion B-50-50-FOL

NP, parecian estimular el crecimiento del tumor.

En cuanto a los tumores tratados con tamoxifeno se observé una disminuciéon
de la velocidad de crecimiento del tumor tras el comienzo de los tratamientos con
farmaco (V2<1, Tabla 2), independientemente de su velocidad de crecimiento V1.
Esto fue indicativo de que en los tres casos el farmaco estaba ejerciendo su acciéon
antitumoral. Sin embargo, en el caso de los ratones tratados con las
nanoparticulas vectorizadas TMX-B-50-50-FOL NP se detect6 la remisiéon de los
tumores desde el comienzo de este tratamiento, con volimenes de tumor
significativamente mds bajos a dia 27 y 33 que a dia 24 cuando comenz¢ la
terapia. Como resultado, se obtuvo un valor negativo de V2 para este grupo
(Tabla 2). Esta misma tendencia parecia observarse con las nanoparticulas TMX-
B-50-50 NP a partir del dia 30, pero no pudo establecerse una remisién de tumor
estadisticamente significativa. Consecuentemente, la administracion de
tamoxifeno vehiculizado en las nanoparticulas funcionalizadas TMX-B-50-50-
FOL NP parecié resultar més efectivo que sus andlogas sin funcionalizar y el

propio farmaco en disolucion.

Con el objetivo de confirmar la efectividad del sistema vectorizado, se
realizaron estudios histolégicos e inmunohistoquimicos de los tumores

procedentes de cada grupo de tratamiento.

Los resultados de los estudios histolégicos mediante la tincién de azul de
toluidina y hematoxilina-eosina se mostraron en la Figura 2 y Figura 3,

respectivamente. La interpretaciéon de las ambas tinciones permitié obtener las
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siguientes conclusiones. En el caso de los tumores del grupo control, se observo
la presencia de células bien definidas, en cuyos ntcleos se podia observar la
cromatina dispersa y nucléolos prominentes (Figura 2A). Ademads, se encontraron
muchas células en diferentes fases de divisiéon celular (Figura 2A y 3A). Los
tumores obtenidos de los grupos tratados con las nanoparticulas placebo, tanto
B-50-50 NP como B-50-50-FOL NP presentaron un aspecto muy similar a los del
grupo control, con lo que las conclusiones extraidas fueron las mismas (imagenes
no mostradas). Sin embargo, se detectaron diferencias estructurales muy claras
entre estos grupos y los tratados con tamoxifeno, especialmente respecto a las

nanoparticulas TMX-B-50-50-FOL NP.

Los tumores tratados con estas nanoparticulas mostraron una elevada
desorganizacién estructural, como muestran las Figuras 2C y 3C. Se encontraron
zonas de tejido retraido, con células muy adheridas y cuyas estructuras no
estaban claramente definidas. Ademads, se observé la ausencia o poca presencia
de mitosis, confirmando la actividad citostatica del farmaco en estos tejidos. En el
caso de los tumores tratados con tamoxifeno en disoluciéon (Figura 2D y 3D) y
con las nanoparticulas TMX-B-50-50 NP (Figuras 3B y 3C) también se apreciaron
algunas diferencias respecto a los tumores del grupo control, como la presencia
de &reas mas desorganizadas y menos células en fase mitética que en el caso
control. Sin embargo, estos tratamientos no parecieron ser tan efectivos como el
realizado con las nanoparticulas funcionalizadas. De hecho, se encontraron restos
de estas nanoparticulas en las tinciones de los cortes procedentes de este grupo
de tratamiento, indicando que el sistema TMX-B-50-50-FOL NP lleg6 con éxito a

la regién tumoral tras su administracién sistémica (Figura 4).

Para diferenciar mas especificamente las células proliferantes de las
quiescentes se llevo a cabo la deteccion del antigeno nuclear Ki-67 en los tejidos
tumorales. Su presencia se revel6 mediante fluorescencia. Los resultados
obtenidos del revelado se recogen en la Figura 5. Como se puede comprobar, la
intensidad de la sefial fluorescente roja fue muy superior en el caso de los

tumores control (Figura 5B), especialmente localizada en las areas centrales mas
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irrigadas. Lo mismo ocurri6 en el caso de los tumores tratados con las
nanoparticulas placebo (imigenes no mostradas). La densidad de la sefial
fluorescente fue menor en el caso de los tumores tratados con tamoxifeno, tanto
en disolucion y con las nanoparticulas TMX-B-50-50 NP (Figura 5K y 5E,
respectivamente), pero notablemente baja en el caso del tratamiento con el
sistema TMX-B-50-50-FOL NP, incluso en las zonas de mayor irrigacion. Por
tanto, estos resultados apuntaban también a la mayor eficacia del tamoxifeno

cuando era administrado incluido en los sistemas nanoparticulados vectorizados.

Finalmente, se realiz6 un estudio de biodistribucién del f&rmaco y uno de sus
metabolitos, el 4-hidroxitamoxifeno, en muestras de plasma, el Gtero y los
ovarios, higado, bazo, pulmones, rifiones y tumor de los diferentes grupos
tratados con tamoxifeno con el objetivo de detectar posibles diferencias entre los
tratamientos. Las concentraciones obtenidas de tamoxifeno y de 4-
hidroxitamoxifeno en las muestras analizadas se recogieron en la Tabla 3. La
presencia del metabolito fue detectada en el caso del higado y pulmones de los
tres grupos de ratones, sin existir diferencias significativas entre ellos. Sin
embargo, también se detectd en el ttero y los ovarios de los ratones tratados con
el farmaco en disolucién, mientras que cuando se vehiculiz6 el tratamiento con

las nanoparticulas no se alcanzaron niveles detectables en estos 6rganos.

En el caso del tamoxifeno, si se encontraron niveles detectables en todos los
6rganos con la excepcion del plasma. El tamoxifeno se acumulé en gran medida
en los pulmones de los ratones, independientemente del tratamiento que
recibieran, pero la concentracién de tamoxifeno fue significativamente mas
elevada en el caso de los tratados con el formaco en disolucién que en los tejidos
de ratones tratados con ambas formulaciones nanoparticuladas. La misma
tendencia se observé en el caso de ttero y ovarios, higado, bazo y rifiones. En el
caso de la acumulacién de fadrmaco en los tejidos tumorales, se detectaron niveles
similares en los tumores de ratones tratados con tamoxifeno en disolucién que los
tratados con las nanoparticulas TMX-B-50-50-FOL NP, mientras que se

determinaron niveles significativamente mas bajos al tratarlos con el sistema
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TMX-B-50-50 NP. Por tanto, la acumulaciéon de farmaco en 6rganos no diana fue
mayor cuando se administraba en disolucion que cuando se administraba
vehiculizado en los sistemas poliméricos, salvo en el caso del tejido tumoral
donde las nanoparticulas TMX-B-50-50-FOL NP alcanzaron niveles de farmaco

similares a los del farmaco libre.
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ABSTRACT

Purpose In vivo evaluation of tamoxifen (TMX)-loaded folate-
targeted nanoparticles prepared from a mixture of disulphide
bond reduced bovine serum albumin (BSA-SH) and alginate-
cysteine (ALG-CYS) as targeted delivery systems of TMX to
tumour tissues.

Methods TMX in solution, TMX included into folate-
nanoparticles and their non-targeted analogues were
intravenously administered to nude mice carrying xenograft
MCF-7 tumours. The antitumor activity of these systems was
characterized in terms of tumour growth rate, histological and
immunohistochemical analysis of tumour tissues and TMX
biodistribution.

Results TMX-folate-attached nanoparticles caused tumour
remission whereas free TMX or TMX-non-targeted nanoparticles
could only stop the tumour development. The histological
evaluation of tumour tissues showed that those treated with
folate-conjugated systems presented the most quiescent and
disorganized structures. Additionally, the lowest concentrations
of TMX accumulated in non-targeted organs were also found
after administration of the drug using this formulation.
Conclusions This study demonstrated that TMX-loaded folate-
targeted systems were capable of reaching tumour sites, so
enhancing the in vivo anticancer action of TMX, and allowing a
new administration route to be applied and some of the current
TMX therapy problems to be overcome.

KEY WORDS folic acid - nanoparticles - natural polymers -
tamoxifen - targeted breast cancer therapy

ABBREVIATIONS
ALG-CYS Alginate-cysteine conjugate
ANOVA One way analysis of variance

BSA Bovine serum albumin

BSA-SH Disulphide bond reduced
bovine serum albumin
B-50-50 NP Nanoparticles based on 50%

ALG-CYS and 50% BSA-SH
Folate-conjugated nanoparticles
based on 50% ALG-CYS and
50% BSA-SH

B-50-50-FOL NP

DCC N ,N'-dicyclohexylcarbodiimide
DMSO Dimethyl sulphoxide

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid
FBS Foetal bovine serum

v Intravenous administration

KClI Potassium chloride

NaCl Sodium chloride

NaOH Sodium hydroxide

NP Nanoparticles

PBS Phosphate buffered saline

s.C Subcutaneous administration
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TMX- B-50-50-FOL NP Tamoxifen-loaded folate-
conjugated nanoparticles based
on 50% ALG-CYS and 50%
BSA-SH

Tamoxifen-loaded nanoparticles
based on 50% ALG-CYS and
50% BSA-SH

4-hydroxytamoxifen

TMX- B-50-50 NP

4-OH-TMX

INTRODUCTION

Targeting emerges as a new strategy to make drug delivery
more specific, in that it allows more localised drug
administration to be achieved and reduces the development
of undesirable side effects derived from unspecific drug
accumulation (1). The promising possibilities that drug
targeting strategies have to offer are of notable importance
in the case of cancer therapy, where the majority of anticancer
treatments cause toxic side effects which considerably affect
a patient’s quality of life. With these new challenging
opportunities we are able to face some problematic issues of
cancer management, and to design personalized therapies
that cause less adverse effects (2).

Advanced or metastatic breast cancer has been treated
for more than 20 years with TMX (3), a selective oestrogen-
receptor modulator (SERM), which presents certain
limitations, such as low solubility in water, which forces its
oral administration, and some important side effects, like
endometrial cancer development due to its oestrogen-agonist
role in the uterus. Thus, the vectorization of TMX therapy
could overcome some of these problems and would enhance
the efficacy of this drug.

The functionalization of nanoparticle surfaces with
biomolecules that interact with specific receptors over-
expressed in targeted cells is an useful approach to achieve
drug targeting at the cellular level (4). Folic acid is a common
ligand frequently used in targeting strategies due to the over-
expression of folate receptors (FR) in several types of human
cancer cells (e.g. prostate, ovarian and breast cancer cells) and
its high binding affinity for FR (FR, K4 ~ 107" M) (5).
Additionally, folic acid offers a ligand-activated endocytosis
pathway for drugs, such as TMX, that need to be internalized
by cells in order to carry out their function (6).

Tamoxifen-loaded nanoparticles prepared from several
mixtures of thiolated-alginate (ALG-CYS) and modified
albumin (BSA-SH) have been shown to be good candidates
for use as controlled delivery systems, either  vitro (7,8) or
in viwo (9), where TMX antitumor efficacy was enhanced
following their subcutaneous administration.

In this study, the anticancer activity of TMX-loaded folate-
targeted nanoparticles, which have recently been characterized
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i vitro (10), was evaluated by using a xenograft breast cancer
model developed in nude mice by intravenous administration,
and by comparing their anticancer action to their non folate-
targeted analogue nanoparticles and to TMX administered
free in solution.

MATERIALS AND METHODS
Materials

Folic acid, alginic acid sodium salt (viscosity 200.00—
400.000 cps), tamoxifen (TMX), 4-hydroxytamoxifen
(4OH-TMX), 17-B-estradiol valerate, sesame oil, N-
hydroxysuccinimide (NHS), N, V'-dicyclohexylcarbodiimide
(DCC), gentamicin (50 pg/ml), dimethyl sulphoxide
(DMSO) and paraformaldehyde were purchased from
Sigma-Aldrich (Barcelona, Spain). Sodium hydroxide
(NaOH), hydrochloric acid (HCI; 37%), absolute ethanol,
xylene, acetonitrile, triethylamine, tris(hydroxymethyl)
aminomethane and potassium dihydrogenphosphate were
purchased from Panreac (Barcelona, Spain). Bovine serum
albumin (BSA, Fraction V) and dehydrated disodium
hydrogen phosphate were purchased from Merck (Barcelona,
Spain). Foetal bovine serum (FBS), penicillin (50 U/ml),
streptomycin (50 pg/ml), L-glutamine (200 mM) and 0.05%
trypsin/0.53 mM EDTA were purchased from Invitrogen Life
Technologies (Grand Island, NY, USA). Dulbecco’s modified
Eagle medium was purchased from Lonza (Belgium).

Preparation of Non-folate-Conjugated Nanoparticles

Non folate-conjugated nanoparticles based on a mixture of
BSA-SH and ALG-CYS were prepared following the
protocol described in previous works (7). Briefly, disulphide
bonds of BSA were reduced with 2-mercaptoethanol to
prepare BSA-SH, and L-cysteine molecules were attached to
the alginate structure using a carbodiimide-mediated reaction
to synthesized ALG-CYS conjugate. (8). Then, 100 mg BSA-
SH and 100 mg ALG-CYS were dissolved in 20 ml 1 mM
HCI with vigorous stirring. The suspension was sonicated
(Branson sonifier 450) and the pH was raised to 6.5-6.8 with
1 M NaOH. The reaction proceeded for 12 h under vigorous
stirring.5 ml of a solution of L-cysteine (0.06 mM) were then
added and the reaction was maintained for a further 5 h to
block residual free thiol groups. After this time the resulting
suspension was centrifuged (41000 rpm, 15 min, Beckman
Coulter Optima L-100 XP Ultracentrifuge), and the
nanoparticles (B-50-50 NP) were freeze dried for 24 h at
—110°C. As previous studies indicated, the final BSA-
SH/ALG-CYS ratio in the nanoparticle composition
was 1.16/1 (8).
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Preparation of Folate-Conjugated Nanoparticles

Folate-conjugated B-50-50 nanoparticles (B-50-50-FOL NP)
were prepared according to the method carried out in
previous studies (10). Briefly, NHS-folate (50 mg), obtained
by following the protocol developed by Lee and Low (11) was
dissolved in 1.0 ml DMSO and added slowly to 2 ml of the
stirred nanoparticle suspension (10 mg NP/ml, while the pH
was adjusted to 10 using 1 M carbonate/bicarbonate buffer).
After stirring for 45 min at room temperature the reaction
mixture was centrifuged and washed (41000 rpm, 20 min) to
separate unreacted folic acid and other by-products. Finally,
B-50-50-FOL nanoparticles were freeze dried for 24 h at
—110°C.

Preparation of Tamoxifen-Loaded Nanoparticles

B-50-50 NP and B-50-50-FOL NP were loaded with tamoxifen
following the protocol described in a previous work (7). Briefly,
20 mg B-50-50 NP and 20 mg B-50-50-FOL NP were
suspended in 1 ml 500 pg/ml TMX solution (in ethanol), and
incubated for 12 h at room temperature. The suspensions were
then centrifuged (41000 rpm, 15 min) and the nanoparticles were
again freeze-dried. TMX-B-50-50 NP and TMX-B-50-50-FOL
NP were obtained and, together with their respective unloaded
nanoparticles, were used for the i vivo studies. Some of
their physicochemical characteristics, which were determined
in previous works (7,10), have been collected in Table 1.

Cell Culture

Human breast adenocarcinoma MCF-7 cells were obtained
from Dr. von Kobbe (Chimera Pharma of Bionostra group),
whose original source was ATCC® and between 20 and 25
passage numbers. The folate receptor expression in this cell
line was previously assessed (10), and a Fluorescent Index
FI=8.9 was obtained. The cells were maintained in
Dulbecco’s modified Eagle medium, supplemented with
10% heat inactivated FBS, penicillin (50 U/ml), streptomycin
(50 pg/ml), L-glutamine (200 mM) and gentamicin
(50 pg/ml) in an humidified incubator at 37°C and 5% CO,

atmosphere (HERA cell, Sorvall Heraeus, Kendro Laboratory
Products Gmbh, Hanau, Germany). The cells were plated in
a 75-cm” flask (Sarstedt Ag and Co., Barcelona, Spain)
and were passaged when reaching 95% confluence, by gentle
trypsinization. For inoculation into nude mice, the cells were
suspended in DMEM prior to injection.

Animals and Implantation of Tumour Cells

The implantation of tumour cells into animals in order to
develop palpable tumours was carried out in accordance with
the following protocol, which was approved by the Animal
Experimentation Ethics Committee of Complutense University
of Madrid, and which had already been utilised in a previous
work (9). Briefly, four-week-old female nu/nu athymic nude
mice (Harlan Inc, Indianapolis, IN, USA) were maintained
under sterile conditions with food and water ad lbitum.
Cultured cells (107 cells/0.3 ml DMEM) were inoculated
subcutaneously into the right flank of each mouse though
a 23-G needle under isofluran anaesthesia conditions. 17-p
estradiol valerate s.c. injections (50 pg in 0.1 ml sesame oil)
were performed immediately after cell transplantation and
repeated once a week to sustain tumour growth (12). After
the development of palpable solid tumours (~ 400 mm®),
hormonal treatment was stopped and the mice were divided
into six groups of five each: untreated mice (saline serum);
mice treated with 5 mg/ml placebo B-50-50 NP and B-50-50-
FOL NP (drug-unloaded); mice treated with 20 pg/ml free
tamoxifen, and mice treated with 5 mg/ml TMX-B-50-50 NP
and TMX-B-50-50-FOL NP (eq. to 4 pg tamoxifen).
Intravenous injections (200 pl) were administered through
the tail vein every 3 days over 12 days.

Since very different tumour volumes were obtained before
the start of each treatment, the groups were organized
according to the following criterion: the biggest and the most
vascularised tumours were selected for the formation of TMX
treatment groups (free TMX and TMX-loaded NP)
because TMX treatment was expected to slow down tumour
growth and might avoid an excessive tumour growth, which
could imply the sacrifice of those mice. The smallest tumours
were reserved for control and unloaded-NP groups, because it

Table I Physicochemical Characteristics of the Nanoparticles Used in the in vivo Study

Mean size Zeta potential Folic acid content Amount of TMX Uptake of Coumarin-loaded NP by
(nm) (mV) (umol/g NP) loaded (ug/mg NP) MCF-7 cells at 24 h (ug NP/cm?)
B-50-50 NP 449 7] —50%6[7] - - 3= 1[10]
B-50-50-FOL NP 68[10] —234=x06[10] 14325710] - 36=7110]
TMX-B-50-50 NP 446 [7] —37x9[7] - 4.1 x£0.6[7] -
TMX-B-50-50-FOL NP 76 7] 42+27110] 143+25110] 42+03T10] -

Values in square brackets correspond to the number of the reference
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was hypothesized that those treatments would not have any
effect on tumour growth. Thus, tumours could continue
growing without sacrificing any animal due to excessive
tumour size. Additionally, mice with similar tumour volumes
were selectively grouped together to diminish intra-group
standard deviation.

Tumour size was evaluated every three days and its value
was estimated using the following equation: tumour volume =
0.5% (W?x L), where W is the smaller perpendicular diameter
and L is the larger perpendicular diameter. Following
completion of the treatment schedule, the mice were sacrificed.
The tumours were isolated, and sections of these were taken
and fixed in paraformaldehyde 4%. The remaining tumour
samples, together with selected extracted organs (liver, lungs,
uterus and ovaries, spleen and kidneys) and plasma samples,
were frozen for later TMX quantification studies.

Tumour Histology and Immunohistochemistry Studies

Tumours were washed in ethanol and xylene after the fixation
step, and embedded in Paraplast® (Surgipath®, Leica). They
were then cut for both histological observation (9) using toluidine
blue and hematoxylin-eosin staining methods (13), and for
inmunohistochemical studies, using the Ki-67 labelling test
(9,14). The presence of Ki-67 was determined using a purified
mouse anti-human Ki-67 primary antibody (1:25, BD
Biosciences Pharmingen, USA), which was after revealed using
a secondary antibody attached to a fluorescence dye (Rabbit
anti-mouse rhodamine-conjugated as second antibody,
1:1000, Aviva Systems Biology). Some tissue sections were
treated only with the second antibody and were used as
negative controls to ensure specific staining of the Ki-67
positive cells.

Quantification of Tamoxifen and 4-Hydroxytamoxifen
in Plasma and Tissues

The biodistribution of TMX and its metabolite, 4-
hydroxytamoxifen (4OH-TMX), in several organs and
tissues from treated mice was determined following the
protocol developed in previous studies (9). Briefly, liver, lungs,
uterus and ovaries, spleen, kidneys and tumour samples were
homogenized (Heidoloph RZR 2050 electronic) at 1200 rpm
in ice-cold 50 mM Tris—HCI buffer, pH 7.4. The
homogenates and plasma samples were mixed with an equal
volume of acetonitrile and then centrifuged at 13250 rpm for
6 min. The supernatants were analyzed by high performance
liquid chromatography using a fluorescence detector (15).
Standard solutions (5-500 ng/ml) of TMX and 4OH-TMX
in acetonitrile/water (50/50, v/v) were used to obtain the
calibration curves, and a good linear correlation (r*=0.99)
was obtained.
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Statistical Analysis

Results were expressed as the mean * standard deviation (SD).
Statistical analysis was performed using one way analysis of
variance (ANOVA) following by Bonferroni post-hoc analysis
with computer software SPSS 19.0. A P-value<0.05 and
P<0.01 was considered significant and very significant,
respectively.

RESULTS
Tumour Evolution Analysis

The anticancer activity of TMX-loaded nanoparticles was
evaluated comparatively to the activity of TMX in solution and
the placebo NP using a MCF-7 xenograft nude mice model.. All
treatments were well tolerated since none of the treatment groups
showed significant weight loss (data not shown).

Tumour volume was measured every 3 days over 36 days
to observe the tumour evolution of each group (Fig. 1). Two
values of tumour growth rate were then determined for each
treatment group (Table II): the first was calculated considering
the period of time before treatment started (V,); the second
was determined from the beginning of the treatment until the
end of the experiment (Vy). The Vo/V| ratio was then
calculated for each group (Table II).

As it can be observed in Fig. la, control and unloaded-NP
treated groups displayed tumours with ever increasing volumes
until the end of the experiment. They showed similar V| values
but different Vo values. Consequently, different V,/V,
ratios were obtained for each group (Table II). In the case
of the control group V; and V, were equal, meaning that
serum saline injections did not affect tumour growth rate
during the whole experiment. However, the treatment with
unloaded B-50-50 NP and, especially, with B-50-50-FOL NP
caused a stimulation of tumour growth, since both ratios
Vy/V| were >1 (Table II).

Regarding the TMX-treated groups, similar tumour
volumes were detected for TMX-B-50-50-FOL NP and free
TMX groups before treatment started, with similar V, values
(Table II), while TMX-B-50-50 NP treated mice showed the
highest V| value. Despite these different values of tumour
growth rate before treatment administration, the three
groups showed lower Vy values than their respective V|,
and even a negative Vo value was obtained in the case of
TMX-B-50-50-FOL NP group (Table II). This fact indicated
that TMX-B-50-50-FOL NP treatment caused the remission
of tumours from the first day of the treatment (Fig. 1), since
significantly lower (p<0.05) tumour volume values were
found at day 27 and 33 than at day 24, when the treatment
started. Meanwhile, either free TMX or TMX-B-50-50 NP
treatment slowed down the tumour evolution from the start of
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Fig. I Tumour evolution of control and placebo nanoparticles treated groups (a) compared with TMX-loaded NP and free TMX treated groups (b). Green
arrows indicate the day of the treatment start (day 24) following the development of palpable tumours in mice. The values are expressed as the mean =+ standard
deviation (n = 5). Data marked with * showed significant (p < 0.05) statistical differences with regard of the tumour volume value at day 24.

these treatments. In the case of free TMX, tumour volume
continued increasing slowly until the end of the experiment.
But in the case of TMX-B-50-50 NP treatment, the tumour
volume seemed to start diminishing from day 30, and the rate
of tumour growth was calculated to be negative (Vj)
(Table II). Nevertheless, significant differences (p> 0.05) were
not found in this case between tumour values at day 33 and 36
with respect to that one at day 30.

The results indicated that the administration of TMX
incorporated in TMX-B-50-50-FOL NP was the most
effective treatment compared to TMX administered in a free
state or TMX trapped in non-targeted NP.

Tumour Histology and Immunohistochemistry Studies

Histological analysis of tumour tissues from TMX-treated and
untreated mice was performed as shown in Fig. 2a. The control
tumour cuts showed polyhedral cells, where nuclei containing
dispersed chromatin and prominent nucleoli were present.
These tissues showed high mitotic activity, since the cells were
frequently seen in different phases of division (Fig. 2a). Similar
conclusions were extracted from the hematoxylin-cosin stain
(Fig. 3a). The appearance of tumour cuts treated with unloaded
nanoparticles, either B-50-50 NP or B-50-50- FOL NP,

resulted in very similar images to those obtained from the
control group. Consequently, the same conclusions about these
tissues were arrived at(pictures not shown). In the case of
TMX-treated tumours, clear differences could be observed
compared to untreated tumours. More highly disorganized
and retracted tissues with poorly defined cells and low mitotic
activity are to be seen in Figs. 2(b, ¢ and d) and 3(b, ¢ and d).
This fact became much more noticeable in the case of tumours
treated with TMX-B-50-50-FOL NP, which presented the
most disorganized structure (Fig. 2c) showing areas with high
cellular adhesion and cellular contraction. Furthermore,
mitoses were mostly absent, not only in Fig. 2¢ but also in
Fig. 3c. Although free TMX and TMX-B-50-50 NP exerted
a considerable antitumor activity on tumour tissues, the
treatment with TMX-B-50-50-FOL NP seemed to be much
more effective. In fact, some residual nanoparticles were
detected inside TMX-B-50-50-FOL NP treated tumour
samples stained by toluidine-blue, as Fig. 4 illustrates.
Additionally, a Ki-67 cell proliferation assay was carried
out to differentiate proliferating cells from dead cell
populations in the tissues. As Fig. 5 shows, the highest
fluorescent signal was obtained in the case of tumours from
control group (5B), especially in the central area of the tumour
section, where more blood vessels were located. Similar results

Table Il Tumour Growth Rates
During the Treatment Period and

Tumour growth rate and tumour growth ratio

Tumour Growth Ratios of Different
Groups

Group of treatment Before treatment start: After treatment start: VLV Ratio
10-24 days (V) (mm°/day) 24-36 days (V,) (mm’/day)

Control (saline serum) 25(0.961) 25(0.961) I

Unloaded B-50-50 NP 26 (0.929) 46 (0.991) 1.7

Unloaded B-50-50-FOL NP 27 (0.972)° 67 (0.998) 2.4

TMX-loaded B-50-50 NP 70 (0.983) d24-d30: 36 (0.991) (V2) VoV, 0.5
d30-d36: -19 (0.970)* (V) V3N, -0.5

TMX-loaded B-50-50-FOL NP 46 (0.990)* —12.36 (0.995) -0.3

Free TMX 42 (0.960)* 11.39 (0.970) 0.3

2Value in parenthesis is 1>
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Fig. 2 Histological appearance of
the epithelial-like cortex of MCF-7
cell untreated tumour (@), TMX-B-
50-50 NP treated tumour (b),
TMX-B-50-50-FOL NP treated
tumour (c) and free TMX treated
tumour (d), using the toluidine blue
staining method (magnification
40X). Boxes indicate the presence
of cells in different stages of mitotic
division. Yellow bars represent

200 um.

were obtained in the case of tumours treated with placebo NP
(pictures not shown). In contrast, low fluorescent signals were
observed in the tumours from TMX-treated groups (E, H, K),
meaning that the presence of the antigen in these tissues was
significantly reduced and that TMX was exerting its
anticancer action. However, the lowest fluorescent signal
was detected when TMX was administered trapped in
TMX-B-50-50-FOL NP (Fig. 5h), even in the arcas
surrounding the blood vessels. It would appear that, as a
consequence, the number of proliferating cell populations

Fig. 3 Histological appearance of
the epithelial-like cortex of MCF-7
cell untreated tumour (@), TMX-B-
50-50 NP treated tumour (b),
TMX-B-50-50-FOL NP treated
tumour (c) and free TMX treated
tumour (d), using the hematoxylin-
eosin staining method (magnification
40X). Boxes indicate the presence
of cells in different stages of mitotic
division. Yellow bars represent

200 um.
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was noticeably reduced due to the enhanced antitumor
activity of TMX when it was included in folate-targeted
NP. This agreed with the results obtained in the
histological study.

Quantification of Tamoxifen and 4-Hydroxytamoxifen
in Plasma and Tissues

The concentration of TMX and 4OH-TMX was determined
in plasma and organ samples to study possible differences in
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Fig. 4 Toluidine blue stained
samples from TMX-B-50-50-FOL
NP treated tumours where the
presence of some residual TMX-B-
50-50-FOL NP was evidenced.
Yellow bars represent 200 um.

the TMX biodistribution when it was administered in
solution, or when it was given loaded in the NP.

Table III shows the concentration of TMX and 4OH-
TMX in plasma and mice tissues after 12 days of treatment
with free TMX and TMX-loaded nanoparticles. 4OH-TMX
was detected in all liver and lung samples irrespective of the
treatment, and significant differences were not found between
them. It was also detected in the uterus and ovaries from free
TMX treated mice, but was not detectable in the case of the

Fig. 5 Representative images of
the immunohistochemical detection
of Ki-67 antigen in MCF-7 xenograft
tumour samples using a fluorescent
method: control and placebo NP (a
and b), TMX-B-50-50 NP (d and
e), TMX-B-50-50-FOL NP (g and
h) and free TMX (j and k) treated
tumours; negative controls (c, f, i
and I). In blue is represented the
nuclear staining with DAPI. In red, TMX-B-50-50
the nuclear fluorescent signal due to NP

the presence of Ki-67 proliferating

antigen. Arrows indicate the

presence of some Ki-67 positive

nuclei in tumour tissue treated with

TMX-loaded NP Yellow bars

represent 200 pum.

Control and
Unloaded-NP

TMX-B-50-50-FOL
NP

Free TMX

uterus and ovaries coming from mice treated with TMX-
loaded NP.

In the case of TMX biodistribution, detectable drug
concentrations were obtained in all analysed tissues, with the
exception of plasma samples. There was a high accumulation
of TMX in the lungs, irrespective of the treatment. However,
this value was significantly higher (p< 0.05) in the lung extract
coming from free TMX treated mice than that from TMX-
loaded NP treated groups (Table III). This situation was
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Table Il Tamoxifen and 4-hydroxytamoxifen Concentrations in Serum and
Tissues of Nude Mice After 12 days of Treatment with 4 ug TMX
Administered Free and Trapped into Nanoparticles Every 3 Days

Group of treatment and T™X 40OH-TMX
tissues (ng TMX/g tissue) (ng TMX/g tissue)
Free TMX
Plasma - -
Liver 214" 70+ 16
Lung 102+ 10 5242
Uterus and ovaries 23+3" 169"
Spleen 44447 -
Kidneys 28+5" -
Tumour 1= -
TMX-B-50-50-FOL NP
Plasma — -
Liver [1=1 492
Lung 78.8+0.3 47 =4
Uterus and ovaries 3.93+0.6 -
Spleen 155+0.6 -
Kidneys 7+3 -
Tumour 8.6+09 -
TMX-B-50-50 NP
Plasma — -
Liver [0=3 34+ 11
Lung 82.6x0.7 38+4
Uterus and ovaries 34+03 -
Spleen [2+4 -
Kidneys [0+4 -
Tumour 40x06" -

Data marked with * and ** showed significant (p < 0.05) and very significant
(b < 0.05) statistical differences, respectively

repeated in the case of the liver, uterus and ovaries, spleen and
kidneys, where TMX levels were very significantly higher (p<
0.01) than in organs from TMX-loaded NP treated group
(Table III). TMX was similarly accumulated in the case of
tumour tissues coming from free TMX and TMX-B-50-50-
FOL NP treated mice, whereas very significantly lower
values (p<0.01) were obtained in the case of tumour tissues
coming from the mice group treated with TMX-B-50-50 NP.
Thus, the TMX accumulation in not-targeted tissues was
significantly higher when the drug was administered freely
than when it was trapped in NP. Additionally, TMX-B-50-
50-FOL NP treatment achieved very similar TMX level
in tumour samples to that achieved when TMX was
administered as a solution.

DISCUSSION

Folic acid belongs to the family of vitamin B and is necessary to
perform various metabolic reactions, including the biosynthesis
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of nucleotide bases. This vitamin is highly consumed by
proliferating cells, such as those from several types of cancer
cells, where folate receptor (FR) is over-expressed. FR has been
used as a potential target for directed cancer treatments. It can
also be considered as a target of intravenous anticancer drugs
since it became accessible to targeted drugs in circulation after
the malignant transformation of the cells, which causes changes
in cell polarity (5). Folic acid is also especially interesting, in that
it displays high binding affinity (Kq ~ 107'" M), low
immunogenicity, ease of modification, small size, stability,
compatibility with a variety of organic and aqueous solvents,
low cost, and ready availability (16). It was for these reasons
why folic acid molecule was selected to target tumour cells with
TMX loaded into BSA-SH/ALG-CYS nanoparticles. TMX-
B-50-50-FOL nanoparticles were characterized  wvitro in a
previous work (10), where they showed good results as
controlled TMX delivery systems against different carcinoma
cells. As the conclusion to this study showed, the combined
effect of the attachment of folic acid to a NP structure and the
presence of alginate in the NP composition was fundamental in
enhancing the interaction between B-50-50-FOL NP and
tumour cells. Consequently, an n vwo evaluation was
considered necessary to test the use of this combination as a
possible alternative to current TMX administration, and to
compare its i viwo anticancer activity with free administered
TMX and non-targeted nanoparticles.

The human oral dose of TMX (20 mg/day) (17) together
with the absolute bioavailability value (AB%) of TMX
calculated in rodents after oral administration (15+4%) (18)
were taken into account for determining the dose of TMX for
this study. Considering the maximum value of AB% (19%) and
an average mouse weight of 23 g, it was decided to administer a
dose of 4 ng TMX every 3 days (1.3 pg TMX/day),
which corresponded to 1 mg TMX-loaded NP every 3 days
(0.3 mg NP/day).

The MCF-7 xenograft tumour in nude mice has been used
as a common model for testing the  vivo anticancer activity of
TMX (19,20), and some TMX derivatives (21). These studies
revealed that the antiestrogen treatment with TMX normally
resulted in cessation of tumour growth and subsequent
tumour regression due to the cytostatic action of TMX.
During the current study, tumour evolution was slowed down
in the case of mice treated with TMX in solution and TMX-
B-50-50-NP, whereas tumour regression was achieved with
TMX-B-50-50-FOL-NP from the beginning of the treatment.
Haran and co-workers (22) detected significant inhibition of
tumour growth and significant tumour regression mostly after
2 weeks of treatment with TMX. In this way, treatment with
TMX-B-50-50-FOL-NP allowed the tumour regression stage
to be achieved earlier than with other TMX treatments.
Although subcutaneous administration of TMX-B-50-50-NP
was capable of enhancing the antitumor efficacy of TMX (9),

the same formulation administered intravenously was not as
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effective as the folate-targeted formulation. Consequently,
active targeting of TMX together with the protection of the
drug from degradation and passive targeting were successfully
achieved when the drug was administered as TMX-B-50-50-
FOL-NP. Similar results were obtained when other anticancer
drugs were administered entrapped in folate-attached
polymeric nanoparticles, resulting in enhancement of the
efficacy of the treatment (23,24). Furthermore, unloaded NP
seemed to stimulate tumour growth, especially in the case of
B-50-50-FOL NP where the tumour growth rate doubled
after treatment started. Previous cytocompatibility studies
(7,10) performed with placebo B-50-50 NP and B-50-50-
FOL NP against MCF-7 cultures revealed good cell viability
results, and viability percentages were over 100% in some
cases, even reaching values up to 110%. This might indicate
that the polymeric composition itself could stimulate cell
growth and would be responsible for the contribution to
tumour growth development during the treatment with
placebo NP. Consequently, TMX-B-50-50-FOL NP were
able to counteract the proliferating effect of their own
composition, and cause tumour regression, thus reinforcing
the idea of their potential anticancer activity.

Histological analysis, using both routine and immuno-
histochemical staining methods, is a common procedure for
obtaining useful pathological information, such as the
structure and cell division stage of xenograft tumour tissues,
(25,26). Tumour sections from mice treated with TMX-B-50-
50-FOL-NP showed the most disorganized and quiescent
tissues, with a low density of mitotic cells, which have been
described as signs of tumour remission (27,28). Additionally,
these tissues revealed the lowest presence of Ki-67 antigen,
which has been considered to be a good prognostic sign,
especially in breast cancer (29,30) These results, together with
the capability of the systems to reach tumour sites after their
systemic administration, suggested that TMX-B-50-50-FOL-
NP was the most effective treatment. Wohlfart and co-workers
(31) demonstrated the promising therapeutic potential of
doxorubicin-loaded nanoparticles for systemic chemotherapy
of human glioblastoma, and their results from histochemical
and immunohistochemical studies were very similar to those
obtained in the present study. The same conclusions were
obtained from a study by Arias and co-workers (32) where
gemcitabine was incorporated into chitosan nanoparticles,
and where a more efficient drug action was observed.

Finally, the concentration of TMX and its metabolite, 4-
OH-TMX, was measured in tumour, plasma, and other tissue
samples in order to analyse the possible differences between the
administration of free TMX or TMX-loaded nanoparticles.
The absence of any of these molecules in plasma samples is in
accordance with other previous studies where higher oral or
subcutaneous doses of TMX were administered, and
whereundetectable serum levels of TMX were also obtained
(15,20). 4-OH-TMX was detected in the liver and the lungs

of all mice. Although intravenous administration of TMX
circumvents the first-pass metabolism in the liver, which is
characteristic of the oral route, it was logical to expect high
levels of 4-OH-TMX in this tissue since CYP3A family
enzymes are mainly located in the liver and are responsible
for TMX metabolism (33). The lungs were a large reservory of
the drug and its metabolite. This fact was also observed in
other TMX biodistribution studies (15,34), and it was justified
by the high affinity of this tissue to the amine compunds (35).
In uterine and ovarian samples TMX levels were 6 fold higher
(»p<0.01) after free TMX treatment than after treatment by
TMX entrapped in both types of nanoparticle. One of the
most important undesirable effects resulting from TMX
treatment is the possibility of developing an endometrial
carcinoma, since TMX acts as an oestrogen-agonist in the
uterus (36). So in this way, high uterine levels of TMX or
4-OH-TMX, which is even more active than TMX, could
contribute to the development of endometrial cancer. The
administration of TMX trapped in NP resulted in lower
TMX and undetectable 4-OH-TMX uterine levels and,
consequently, the probability of the development of the
undesirable effect was reduced. Similar results were obtained
in previous studies following the subcutaneous administration
of TMX-loaded non-targeted nanoparticles (9). This means
that the subcutaneous or intravenous administration of TMX,
as either targeted or non-targeted BSA-SH/ALG-CYS NP,
caused less accumulation in non-targeted organs, and
especially in the uterus and ovaries, than when the drug was
free administered. When TMX levels were analysed in the
tumour samples, similar concentrations were obtained in the
case of free TMX treated and TMX-B-50-50-FOL NP
treated mice. These concentrations were very significantly
higher (p< 0.01) than in the case of TMX-B-50-50 NP treated
tumours. Despite the absence of statistical differences for
TMX accumulation in tumour tissues between TMX-B-50-
50-FOL NP and TMX in solution,, histological and
immunohistochemical studies revealed that TMX-B-50-50-
FOL NP treatment was much more effective than that of free
TMX, unlike the case of free TMX this treatment was even
able to cause tumour regression. Consequently, the same
TMX concentration reached in tumour tissues showed an
enhanced anticancer effect when it was administered using
the targeted-nanoparticulated systems, and was less likely to
produce undesirable side effects.

In conclusion, targeting TMX to tumour tissue through
folate attachment to nanoparticles was scuccessfully achieved
and appeared to be responsible for the tumour remission
potential of the TMX-B-50-50-FOL formulation, and this
confirms the potential of folic acid as a tumour-specific target
as widely described in the literature. This work shows the
important role of folic acid and its receptor in breast
anticancer therapy, and raises the possibility of administering
TMX trapped in folate-targeted polymeric nanosystems
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through new administration routes, e.g. intravenously, with
enhanced anticancer activity and less probability of
undesirable side effect development.
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Discusion

La aplicacion de la nanotecnologia en el &mbito de las ciencias biomédicas y
sanitarias, tanto en la prevencién y el diagnéstico, como en el tratamiento de
enfermedades, estd protagonizando grandes avances cientificos y se ha
convertido en el tema central de numerosas investigaciones en los tltimos afios
(Boulaiz et al., 2011). Los resultados obtenidos de estos estudios de investigacién
han proporcionado nuevas herramientas de estudio y terapia para hacer frente a
diversas enfermedades cuya incidencia ha ido aumentando en las ultimas
décadas, principalmente en los paises desarrollados debido al aumento de la

esperanza de vida de la poblacién.

El céancer forma parte de este tipo de enfermedades. Se ha confirmado como
una de las principales causas de mortalidad en los paises con mayor desarrollo
econdmico, y se estima que se convierta en la enfermedad con mayor morbilidad
y mortalidad en los proximos afios a nivel mundial (Bray et al., 2012). De hecho,
las previsiones para el afio 2030 indican la detecciéon de 27 millones de nuevos
casos de cancer, 17 millones de muertes producidas por esta enfermedad y 75
millones de pacientes que vivirdn habiendo sido diagnosticados con la misma
(Boyle, 2006). Generalmente, las ultimas novedades descubiertas para la
prevencién, diagnéstico y tratamiento de dicha enfermedad, aprobadas
posteriormente para su uso, se intentan incluir en las guias y pautas terapéuticas
establecidas en cada pais por los organismos oficiales para hacer frente a la
enfermedad, lo que supone un fuerte impacto econémico tanto para los pacientes

como para las instituciones y, en definitiva, para la sociedad (Sharma et al., 2009).

El cdncer de mama es el tipo de cancer mds cominmente diagnosticado en
mujeres y constituye una de las principales causas de mortalidad de las mujeres
europeas. Gracias a los programas de detecciéon precoz se ha conseguido reducir
la tasa de mortalidad y aumentar la supervivencia de las pacientes afectadas por
esta enfermedad. Aunque el mecanismo exacto por el cual se desarrolla la
enfermedad aun no esta claramente establecido, existe un 70% de los casos en los
que la regulacién hormonal llevada a cabo por los estrégenos juega un papel

fundamental (Althuis et al., 2004). Por ello, a lo largo de los afios una gran parte
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de las alternativas terapéuticas frente al cdncer de mama se han centrado en

modular la respuesta hormonal estrogénica a través de diferentes mecanismos.

El tamoxifeno pertenece a la familia de farmacos moduladores selectivos del
receptor de estrégenos (SERMs) que fue aprobado en 1978 y 1998 por la FDA
para el tratamiento y prevenciéon del cancer de mama hormono-dependiente,
respectivamente (Cazzaniga and Bonanni, 2012). Sus resultados tanto en el
tratamiento como en la prevencién de la enfermedad a lo largo de estos afios han
sido muy satisfactorios, pero el desarrollo de efectos adversos indeseables
asociados a su administracién a largo plazo hace que sea necesario llevar a cabo
una terapia individualizada. La gravedad de alguno de estos efectos secundarios,
como el desarrollo de cadncer endometrial debido a la accién agonista del farmaco
en el atero, asi como las limitaciones en su administraciéon por su baja solubilidad
acuosa, le convierten en un farmaco candidato a ser vehiculizado a través de
nanosistemas para intentar superar las desventajas que presenta el tratamiento

actual y conseguir una terapia mas efectiva.

En los dltimos afios, el tamoxifeno ha sido objeto de varios estudios
relacionados con su posible vehiculizacion mediante sistemas nanoparticulados,
empleando tanto materiales sintéticos(Chawla and Amiji, 2002; Dreaden et al.,
2009; Shenoy and Amiji, 2005) como polimeros naturales (Coppi and lannuccelli,
2009; Sarmah et al., 2011). Estos tltimos presentan ciertas ventajas frente a los
polimeros sintéticos, tales como mejor biocompatibilidad y biodegradabilidad,
menor coste econdmico y gran versatilidad, caracteristicas que en su conjunto son

dificiles de obtener con los polimeros sintéticos.

Por estos motivos se seleccionaron dos polimeros naturales, la albamina
bovina sérica (BSA) y el alginato sédico, para ser empleados en la sintesis y
preparacion de nanoparticulas que fueron evaluadas, tanto in vitro como in vivo,
para la posible vehiculizacion y liberacién controlada de tamoxifeno. Ademas, la
presencia de numerosos grupos reactivos en sus estructuras permitié la

funcionalizacién de las mismas con alguna biomolécula, como el 4cido félico, que
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puede ser reconocida selectivamente por las células del tejido tumoral diana y
que permitiria llevar a cabo un tratamiento dirigido con este farmaco al mismo
tiempo que se aprovecharian las ventajas ya ofrecidas por las nanoparticulas

mediante mecanismos pasivos.

La sintesis de estas nanoparticulas se llevé a cabo a través de un método de
coacervacion y posterior estabilizacion mediante la formaciéon de puentes
disulfuro entre ambos polimeros previamente modificados, bien mediante la
reduccién de los 17 puentes disulfuro propios en el caso de la BSA (Kang Y.N,
2003) o por tiolaciéon en el caso del alginato. El uso de polimeros tiolados,
también conocidos como tiomeros, en el disefio de sistemas de administracién de
farmacos ofrece la posibilidad de formar enlaces entre ellos o con otras
estructuras bioldgicas, como las glicoproteinas, siendo este tipo de enlace ademas
muy comdn en los organismos, y acercandose asi al concepto de
biocompatibilidad que deben cumplir los nanosistemas. De hecho, se han
considerado una herramienta muy util y prometedora, principalmente en el

campo de aplicacién de moléculas peptidicas (Marschutz et al., 2000).

El proceso de modificacion quimica se llevé a cabo con éxito en ambos
polimeros. A través de un estudio colorimétrico, se cuantificé la concentracion de
los grupos sulfhidrilo libres en cada molécula. En el caso de la BSA se obtuvo una
albimina modificada (BSA-SH) con una concentraciéon de grupos sulthidrilo
libres casi 15 veces mayor que la determinada en la BSA original. En el caso del
alginato, la presencia de estos grupos en su composicién ya indicé el éxito de la
unién covalente de moléculas de L-cisteina para su tiolacion (ALG-CYS), puesto
que el alginato no presenta este tipo de grupos funcionales en su estructura

original (Coviello et al., 2007).

Los estudios mediante espectroscopia infrarroja y termogravimetria en los
que se compararon los espectros y perfiles de degradacién térmica de los
polimeros originales y de los materiales modificados confirmaron estos

resultados. En el caso de la espectroscopia de infrarrojo, no pudo identificarse la
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banda asociada al grupo funcional sulfhidrilo debido, por un lado, a la débil
intensidad de la misma (Socrates, 2004) y, por otro lado, a la complejidad
estructural de las moléculas analizadas. Estas son las razones que justifican que
los espectros de la BSA y BSA-SH fueran practicamente iguales, ya que la tnica
modificaciéon introducida fue la reducciéon de los puentes disulfuro de la
molécula original. Sin embargo, si se detectaron diferencias en las bandas
identificadas en el alginato original y el ALG-CYS. Estas diferencias afectaban
principalmente a las sefiales asociadas a los grupos carboxilo. En el caso del
alginato no modificado se identificaron bandas asociadas a estos grupos en forma
de carboxilato (Huang RYM, 1999), mientras que en caso del alginato modificado
se identificaron las bandas pertenecientes a estos grupos en su forma acida, junto
con las bandas amida I y amida II como resultado del enlace amida formado por
la introduccién de las moléculas de L-cisteina en la estructura original. Ademas,
el estudio termogravimétrico revel6 diferentes perfiles de degradacion en el caso
de las moléculas modificadas respecto a las originales. Por tanto, la modificaciéon
quimica de los polimeros originales qued6é demostrada y confirmada a través de

diferentes estudios.

Una vez confirmada la modificacion de los materiales, se procedi6é a la
sintesis de nanoparticulas por coacervaciéon. Su estabilizacion mediante la
formacion de enlaces disulfuro entre ambos polimeros se llevé a cabo mediante
un proceso sencillo de oxidacion de los grupos sulfhidrilo libres inducido por un
cambio de pH en el medio (Bernkop-Schnurch, 2005). La gran ventaja que ofrece
éste método es que se realiza completamente en medio acuoso y no requiere la
utilizacién de ningtn disolvente organico, con lo que se aproxima de nuevo al

concepto de biocompatibilidad antes mencionado.

Con intencién de estudiar diferentes variables, como la influencia de la
proporcion de los polimeros en la composicién y su masa, asi como la
optimizacién de la sintesis para evitar posibles problemas de agregacion entre las
nanoparticulas, se llevaron a cabo varios experimentos. Los resultados del

analisis mediante microscopia electréonica indicaron que la sola presencia del
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ALG-CYS no fue suficiente para la formacion de las nanoparticulas, mientras que
si era posible su obtenciéon empleando tinicamente BSA-SH o diferentes mezclas
ALG-CYS/BSA-SH. Consecuentemente, la presencia de BSA-SH en Ila
composicion de la nanoparticula parecia ser fundamental para su formacién
mediante éste método. Por otro lado, se observé que la tendencia esférica de las
nanoparticulas parecia ir desapareciendo a favor de una forma mas poliédrica a
medida que la proporcién de ALG-CYS iba aumentando en la composicion de las
nanoparticulas. De acuerdo a estudios previos (Bilensoy et al., 2009), las
nanoparticulas que incluyen polisacaridos en su composiciéon suelen perder cierta
forma al ser bombardeadas con electrones durante el andlisis mediante
microscopia electronica de barrido, al contrario que ocurre con las nanoparticulas
formadas por polimeros sintéticos como la poli-e-caprolactona o el acido
polilactico-co-glicdlico. Por ello, la forma menos esférica observada en el caso

nanoparticulas C-70-30 NP podria ser atribuida en parte a este efecto.

Estos estudios también revelaron que el método de optimizaciéon que
permitié obtener mejores resultados para la individualizacion de estas
nanoparticulas fue el bloqueo posterior de los grupos sulfhidrilo remanentes con
L-cisteina, mientras que la desolvatacién con etanol y temperatura, que habia
sido empleada con éxito en otros trabajos sobre nanoparticulas de albtimina

(Langer et al., 2003), no result6 tan eficaz en este caso.

Tanto las nanoparticulas compuestas por BSA-SH (BSA-SH NP) como las
nanoparticulas compuestas por las mezclas de ALG-CYS y BSA-SH en
proporcion 50/50 y 70/30 (%, p/p) (B-50-50 NP y C-70-30 NP, respectivamente)
presentaron tamafios nanométricos. Sin embargo, los valores de didmetro medio
que se observaron cuando la medida de tamafio se realizé6 a partir de la
resuspension del polvo de nanoparticulas liofilizadas fueron significativamente
mayores que cuando esta medida se realizé antes de la liofilizacién de las
nanoparticulas, es decir, empleando la suspensiéon de particulas obtenida
directamente en el proceso de sintesis (514, 449 y 361 nm frente a 42, 189 y 388 nm
para los sistemas BSA-SH, B-50-50 y C-70-30 NP, respectivamente). Este aumento
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de tamafio pudo deberse a la influencia del proceso de liofilizacién. Este es un
proceso muy agresivo en el cual se incrementa la posibilidad de agregacion de las
nanoparticulas, y su redispersiéon de forma individualizada suele depender en
gran medida de los parametros considerados durante el proceso de liofilizacién

(Lee et al., 2009).

Debido a que en el procedimiento no se incluyé ningtn crioprotector ni se
realiz6 ningin gradiente de temperatura, ese aumento de tamafio pudo deberse
probablemente a la presencia de agregados de nanoparticulas en el medio acuoso
en el cual se llevo a cabo la medida de tamafo por difusion de la luz cuasielastica
partiendo del polvo liofilizado. Sin embargo, tal y como indicaron las imégenes
obtenidas mediante microscopia electrénica, el tamafio real de las nanoparticulas
seria menor, principalmente en el caso de las nanoparticulas BSA-SH NP y B-50-
50 NP que presentaron las mayores diferencias. En cualquier caso, se ha
determinado que el tamafio de poro de los vasos sanguineos originados durante
la angiogénesis tumoral puede estar comprendido en un intervalo entre 100 y
1200 nm (Hobbs et al., 1998), con lo que el tamafno obtenido en todos los casos
para estas nanoparticulas seria adecuado para su posible extravasacion a tejido

tumoral por mecanismos pasivos.

Junto con la medida de tamafio, se llevé a cabo la determinacién de potencial
zeta de las tres composiciones. Todas las composiciones presentaron un valor de
potencial zeta negativo, lo que estd de acuerdo con otros trabajos sobre
nanoparticulas basadas en albumina y en alginato por separado que obtienen
igualmente valores negativos de potencial zeta (Arnedo et al., 2002; Aynie et al.,

1999).

Para la determinacién de la composicion de las nanoparticulas se llevé a cabo
el anédlisis del sobrenadante procedente de la sintesis, en el cual se cuantificé la
concentraciéon remanente de cada polimero mediante métodos colorimétricos,
estableciendo que la diferencia respecto a la concentracion inicial de cada uno se

encontraria formando parte de los sistemas. En el caso del alginato, el método
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incluyé una hidrdlisis dcida en condiciones extremas de pH y temperatura, ya
que el acido alginico presenta una gran resistencia a la hidrolisis (Chandia NP,
2001). Mediante este analisis se obtuvieron los diferentes ratios BSA-SH/ALG-
CYS en cada una de las composiciones. Se observé que en aquellas muestras que
partian de proporciones equitativas de ambos polimeros (A-50-50 y B-50-50 NP),
aunque diferian en la masa de los mismos y el volumen empleado en la sintesis,
se obtuvieron ratios muy similares, préximos a 1/1, con lo que se descarté la
influencia de los cambios en la masa de los reactivos sobre la composicion de las
nanoparticulas. Sin embargo, en la composiciéon C-70-30 NP que partia de la
misma masa y volumen de reactivos que la composicion B-50-50 NP pero diferia
en la proporcién de los mismos, el ratio obtenido fue diferente (0,49/1). Por tanto,
se concluyé que la proporciéon de los polimeros en la sintesis de las

nanoparticulas era un factor determinante en su composicion.

Ademas, los estudios de espectroscopia de infrarrojo confirmaron la
presencia de ambos polimeros en las nanoparticulas, ya que se obtuvo un
espectro de infrarrojo para las nanoparticulas muy préximo al de la BSA-SH pero
incluyendo algunas de las bandas caracteristicas del ALG-CYS, desapareciendo
una de las bandas asignadas a los grupos carboxilicos del acido alginico que
pasaron a forma de carboxilato, debido al cambio de pH inducido en la sintesis
de las nanoparticulas. Los resultados procedentes del estudio termogravimétrico
también permitieron extraer conclusiones muy similares, ya que se observaron
perfiles de degradacion térmica que diferian de los determinados para los
materiales modificados por separado, confirmando la obtencién de un nuevo

material formado por la interaccién de ambos polimeros.

De acuerdo a los buenos resultados de hinchamiento que las nanoparticulas
demostraron en medio alcoholico, y considerando ademas la buena solubilidad
del tamoxifeno en disolventes orgéanicos, la incorporaciéon del farmaco en las
nanoparticulas se realiz6 mediante hinchamiento de las mismas en una
disolucién de tamoxifeno en etanol. Se estudiaron dos formas diferentes de

incluir el farmaco que diferian principalmente en el estado de hinchamiento de
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las nanoparticulas en el momento de la incorporacién, asi como en la

concentracion de tamoxifeno empleada en la disolucion etandlica.

La primera aproximaciéon se llevd a cabo partiendo del pellet de
nanoparticulas obtenido antes de ser liofilizadas, es decir, las nanoparticulas se
encontraban htmedas e hinchadas antes de incorporar el farmaco. La
concentracion de tamoxifeno en la disolucién que se emple6 para la carga fue de
150 pg/ml. En el segundo caso, se parti6 de las nanoparticulas liofilizadas y en
forma de polvo junto con una concentraciéon de tamoxifeno en etanol mayor (500
ng/ml). El objetivo que se pretendi6 lograr fue optimizar la cantidad de farmaco
incluido en los sistemas aprovechando un posible mayor hinchamiento al partir
del polvo seco liofilizado combindndolo con una concentracién maés alta de
farmaco, lo que podria mejorar la carga de tamoxifeno alcanzada en las
nanoparticulas. Ademas, el hecho de que la inclusién del farmaco se llevara a
cabo antes o después de la liofilizacién de las nanoparticulas permitiria estudiar
la forma de interaccién entre el farmaco y los sistemas, ya que la agresividad del
proceso de la liofilizacion (Lee et al., 2009) podria afectar a la forma en la que el

tamoxifeno podia interaccionar con las nanoparticulas.

Mientras que las nanoparticulas TMX-B-50-50 NP alcanzaron valores de
carga muy similares mediante ambos métodos, los sistemas TMX-BSA-SH NP y
TMX-C-70-30 NP optimizaron su carga al proceder a la inclusién del farmaco tras
la liofilizacién. La extraccion directa del farmaco mediante metanol permitié
estudiar la intensidad de las interacciones establecidas entre el farmaco y los
sistemas. En ningan caso, la extracciéon mediante este disolvente fue completa,
quedando una importante cantidad de tamoxifeno (entre un 46 y un 67%, segin
el tipo de composicion) retenida en los sistemas tras la extraccion. Debido a que
el farmaco es altamente soluble en este disolvente, el formaco remanente en los
sistemas tras este proceso de extraccion deberia estar interaccionando
fuertemente con las nanoparticulas. De hecho, se ha descrito en la literatura
(Morello et al., 2003) la presencia de regiones hidrofébicas en la albimina que

podrian interaccionar intensamente con farmacos de esta misma naturaleza,
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como es el caso del tamoxifeno, por lo que esto podria explicar el hecho de que

parte del farmaco quedase retenido en los sistemas tras la extracciéon con metanol.

El porcentaje de farmaco que si pudo extraerse de cada composicién podria
estar mas superficialmente localizado, con lo que las interacciones con la
albimina podrian ser menores y, por tanto, estar méds débilmente unido a las
nanoparticulas. Ademas, en los sistemas TMX-BSA-SH NP y TMX-C-70-30 NP se
observé un porcentaje de farmaco extraido mayor cuando la carga de tamoxifeno
se realizo6 mediante el segundo método que cuando se emplearon las
nanoparticulas previamente hinchadas (50% frente a 33% y 44% para TMX-BSA-
SH NP y TMX-C-70-30 NP, respectivamente). Este hecho podria indicar que la
mejora en la cantidad de farmaco incorporado podria tener una localizacién mas
superficial, aumentando asi el porcentaje de tamoxifeno extraido con metanol. En
el caso de las nanoparticulas TMX-B-50-50 NP los porcentajes de farmaco

extraido que se obtuvieron fueron similares para ambos métodos de carga.

La presencia superficial del tamoxifeno en los sistemas quedé de nuevo
confirmada mediante la determinacién de valores de potencial zeta menos
negativos en el caso de las nanoparticulas cargadas con farmaco. Existen estudios
(Brigger et al., 2001) que han demostrado que la presencia del tamoxifeno en la
estructura de la nanoparticula conduce a la obtencién de valores menos negativos
de potencial zeta, pudiendo volverse positivos en algunos casos
(Abbasalipurkabir et al., 2011). Debido a que el tamoxifeno es una base débil con
un pK. de 8,85, presentaria una carga positiva en la suspensién de las
nanoparticulas en las que se encontraria incluido, disminuyendo el potencial zeta
negativo de las mismas, y confirmando la presencia superficial del mismo,

caracteristica de los farmacos hidrofébicos (Chawla and Amiji, 2002).

Los estudios de liberacion del farmaco llevados a cabo en presencia de
dodecil sulfato s6dico (SDS) volvieron a confirmar la existencia de farmaco en la
superficie de las nanoparticulas. La liberaciéon del farmaco desde todas las

composiciones se realiz6 en dos etapas. Una primera fase inicial, corta y muy
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rapida, seguida por una segunda fase mas larga y lenta. En la primera fase,
donde se detectaron las velocidades de liberaciéon mas elevadas, se liber6 el
farmaco localizado mas superficialmente y méas débilmente unido a los sistemas.
Se detect6 la liberacion de entre un 4 y un 37% de farmaco, en funciéon de la
composicién, durante esta primera etapa. Las nanoparticulas con mayor
presencia de albtimina en su composicion liberaron menos cantidad de farmaco
en esta primera fase (entre un 4 y un 15%), mientras que las composiciones
formadas por las mezclas de ambos polimeros mostraron los porcentajes mas

altos (entre un 12 y un 37% del farmaco incluido).

En general, los porcentajes de farmaco liberado desde los sistemas cargados
tras la liofilizaciéon de las nanoparticulas fueron mas altos que los obtenidos
desde las nanoparticulas que siguieron el primer método de carga. Esto confirmé,
de nuevo, la mayor presencia superficial del farmaco cuando la carga de las
nanoparticulas se realizé tras la liofilizacién, asi como la importancia de la
interaccién entre el farmaco y la albamina, que permiti6 un mayor control de la
liberacion en esta primera fase en las particulas compuestas en su totalidad por
BSA-SH. Precisamente estas interacciones fueron las responsables de Ila
regulacion de la liberacion del farmaco més fuertemente unido en la segunda fase
de la liberacién, donde se detectaron velocidades de liberaciéon mucho mas bajas,
especialmente en las nanoparticulas TMX-BSA-SH NP. Tras esta segunda fase de
liberacion, en algunos casos se estableci6é una fase de equilibrio entre el medio de
liberaciéon y los sistemas en la que a determinados tiempos se detectaron
concentraciones de tamoxifeno mas bajas que las determinadas como méximos
de liberacién. Teniendo en cuenta que el farmaco es estable en el medio de
liberacién durante varios dias (Blanco et al., 2010), y que los ensayos de liberacién
no duraron mas de 24 h, se descarté como causa de este hecho la degradacion del
tamoxifeno. En su lugar, se consider6 la posibilidad de que el farmaco pudiera
ser de nuevo captado por los sistemas mostrando un comportamiento similar a
un hidrogel, lo que posteriormente se vio confirmado por la aplicacién del

modelo matematico que describe este comportamiento.
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En ninguno de los casos se consigui6 la liberacién completa del farmaco
incluido en los sistemas, quedando retenido entre un 39 y un 77% del tamoxifeno
cargado inicialmente en las nanoparticulas, dependiendo de la composicion y del
método de carga llevado a cabo. La liberacién parcial del farmaco, incluso en un
medio muy favorable para la liberacion del mismo en presencia de un
surfactante, puede considerarse una ventaja en el caso de la administracion
sistémica de las nanoparticulas, ya que la mayor parte del farmaco se conservara
retenido en los sistemas hasta llegar a las células tumorales, donde se liberara
mediante la degradacion enzimética de las nanoparticulas una vez

internalizadas.

Asi mismo, se llevé a cabo la aplicacion de varios modelos matemaéticos que
pudieran definir la cinética de liberacién del farmaco desde los sistemas. La
buena correlaciéon con el modelo de Higuchi, Korsemeyer-Peppas (Ritger and
Peppas, 1987) y una aproximacion de este altimo modelo a un mecanismo de
liberaciéon Fickiano(Chung et al., 2009) permitieron concluir que todas las
composiciones mostraron un mecanismo de liberacion mediante difusion
Fickiana. Asi mismo, se aplicé el modelo matematico de particién propuesto por
Reis y colaboradores (Reis et al., 2007) para estudiar un posible comportamiento
de hidrogel en estos sistemas, puesto que los porcentajes de hinchamiento en PBS
previamente obtenidos fueron muy elevados. En este modelo, se estudian dos
posibles opciones en la cinética de liberacion: el fenémeno de particion de primer
grado, que seguiria una cinética de primer orden, y el fendmeno de particiéon de
segundo grado, que describiria una cinética de segundo orden (Blanco et al.,
2008). Tras la aplicaciéon de este modelo se observé que las composiciones BSA-
SH NP y B-50-50 NP mostraron buena correlacién, y por tanto, comportamiento
de hidrogel, y en menor medida las nanoparticulas C-70-30 NP. Precisamente, las
nanoparticulas con mayor presencia de albimina en su composiciéon fueron las

que mostraron mejores indices de hinchamiento en PBS.

De acuerdo a los resultados obtenidos de estos estudios de caracterizacion in

vitro de las nanoparticulas, se concluy6 que estos sistemas podrian ser buenos
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candidatos para liberar de forma controlada el tamoxifeno, y vehiculizarlo
pasivamente hacia el tejido tumoral. Por ello, el siguiente paso consistié en
evaluar la eficacia de las nanoparticulas como sistemas de liberaciéon controlada
de tamoxifeno frente a diferentes lineas celulares tumorales in vitro. Para ello, se
emplearon tanto las nanoparticulas sin farmaco como los sistemas con
tamoxifeno incluido empleando el segundo método de carga, esto es, partiendo
del polvo liofilizado, ya que éste procedimiento permitié la optimizaciéon de la

carga en dos de las composiciones.

Los ensayos en cultivos celulares se llevaron a cabo en diferentes lineas
celulares tumorales, puesto que la sensibilidad de las mismas a los sistemas
nanoparticulados puede variar de unas lineas celulares a otras. Para estos
estudios se seleccionaron dos tipos de lineas celulares. Por un lado, células MCF-
7 de cancer de mama humano positivas en la expresion de receptores de
estrogeno (ER+), que han sido establecidas desde hace tiempo como una de las
lineas celulares mas empleadas en modelos de estudio de la actividad in vitro de
agentes antiestrogénicos (Coezy et al.,, 1982). Por otro lado, se han empleado
células HelLa de cancer de ovario negativas en la expresion de receptores de
estrogeno (ER-) (Sonvico et al., 2005), las cuales también presentan sensibilidad
reversible a agentes antiestrogénicos a través mecanismos independientes a los
receptores de estrégeno, y que se han empleado como modelo comparativo

frente a las MCF-7 en estudios previos (Grenman et al., 1988).

Los ensayos de citocompatibilidad realizados con las nanoparticulas sin
farmaco mostraron en general la baja toxicidad de los sistemas, obteniendo en
ocasiones valores superiores al 100% de viabilidad y confirmando Ila
biocompatibilidad de estos polimeros naturales seleccionados para la

preparacion de las nanoparticulas.

La inclusion de un fluoréforo en las nanoparticulas para analizar, tanto
cualitativa como cuantitativamente, la interaccion de los sistemas con las células,

ha sido un método muy empleado para evaluar el grado de internalizacion de los
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sistemas en las células (Ding et al., 2005; Panyam et al., 2003). De acuerdo a los
resultados, la internalizaciéon celular fue concentracién-dependiente tanto en las
células MCF-7 como en las células HelLa, aunque la captaciéon celular de éstas

altimas fue casi 4 veces mayor que en el caso de las células MCF-7. El hecho de

que las células HeLa presenten una velocidad de divisiéon mayor (www.atcc.org)
podria ser responsable, al menos en parte, de la tasa de internalizacién superior
para esta linea celular. Estos estudios pusieron de manifiesto en ambas lineas
celulares que la presencia del polisacarido en la composicion de las
nanoparticulas permitia una mejor interaccién con las células, puesto que se
determinaron concentraciones de estas nanoparticulas mas altas que las

observadas para las nanoparticulas BSA-SH NP en ambos tipos celulares.

Los estudios de citotoxicidad evaluaron comparativamente la capacidad del
tamoxifeno en la reduccion de la viabilidad celular cuando se administré
vehiculizado en las nanoparticulas frente su administraciéon libre en disoluciéon.
Los resultados demostraron que las nanoparticulas con farmaco disminuian la
viabilidad celular de forma mas gradual que el tamoxifeno administrado en
disolucién en ambas lineas celulares, especialmente a la concentraciéon de 10 pM
de tamoxifeno. Esta accién citotoxica gradual podria ser consecuencia de la
liberacion lenta del farmaco desde los sistemas, con lo que no todo el tamoxifeno
incluido estarfa disponible inmediatamente para ejercer su accién, y su liberacion
controlada se traduciria en un efecto téxico més gradual. A la concentracién de 6
uM las diferencias obtenidas entre el farmaco vehiculizado y en disolucién no
fueron significativas. Ademas, se observé que el efecto del tamoxifeno a esta
concentracién sobre las células HeLa fue menor que la accién ejercida sobre las
células MCEF-7. Este hecho podia tener que ver con el diferente mecanismo de

accion del tamoxifeno en cada linea celular (Blanco et al., 2010).

Mientras que el mecanismo antiproliferativo del farmaco sobre las MCF-7
ocurre principalmente por la inhibicién de la unién de los estrégenos a su
receptor (Miller and Katzenellenbogen, 1983; Shang and Brown, 2002) y la

captacion inespecifica del tamoxifeno mediante endocitosis inespecifica (Chawla
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and Amiji, 2002), en el caso de las células HelLa se lleva a cabo mediante la
activaciéon de una serie de MAPKs (ERK2 y JUN1) que forman parte de una
cadena de sefializacion de estrés oxidativo (Duh et al., 1997). Por tanto, al existir
diferentes mecanismos de accioén, la misma concentracién del farmaco podria no

producir el mismo efecto en ambas lineas celulares.

Finalmente, para confirmar la acciéon del tamoxifeno sobre el ciclo celular, se
llevaron a cabo estudios de citometria en las células de ambas lineas tratadas con
6 y 10 pM de tamoxifeno durante 48 h. Los estrégenos llevan a cabo un efecto
regulador del crecimiento celular mediante la unién con su receptor nuclear y su
translocaciéon, lo que desencadena una serie de procesos proliferativos. El
tamoxifeno, como otros antiestrégenos, ejerce un efecto citostatico y compite con
los estrégenos por su unién al receptor, impidiendo la cascada de sefalizaciéon
que desencadena el crecimiento celular. Este hecho se traduce en un aumento de
células en fase Go - G1 (Ameller et al., 2004; Cover et al., 1999; Sutherland et al.,
1983a).

En el caso de las células HeLa no se observé ningtn efecto del farmaco sobre
el ciclo célular de esta linea celular a ninguna de las dos concentraciones. Como
se ha descrito anteriormente, el mecanismo de accién del tamoxifeno en estas
células transcurre a través de la activacion de MAPKs que participan en la
fosforilacion y activacién de varios factores de transcripciéon asi como en procesos
de apoptosis, por lo que su accién es independiente del receptor de estrégenos y
no habria alteracion de ningtn parametro del ciclo celular (Sumbayev and
Yasinska, 2006; Torii et al., 2006). Sin embargo, en el caso de las células MCF-7, se
observé un aumento del porcentaje de células en fase Go - G1 y una disminucion
del porcentaje de células en fase S tanto cuando las células eran tratadas con el
farmaco vehiculizado en las nanoparticulas como con el farmaco administrado en
disolucién a ambas concentraciones. Estos resultados son comparables a los
obtenidos por otros grupos de investigacion en los que estudiaron los cambios en
el ciclo celular inducidos por el tamoxifeno administrado a dosis entre 1-12,5 uM

(Sutherland et al., 1983b), asi como su dependencia con el tiempo transcurrido
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tras su administracion (Osborne et al., 1983; Sutherland et al., 1983a; Taylor et al.,

1983).

En estos estudios se determiné que la acciéon del tamoxifeno sobre el ciclo
celular era apreciable tras 24 h de su administracién, y que permanecia constante
tras este tiempo. Ademads, también se observé un efecto concentracion-
dependiente. Mientras que los resultados obtenidos en nuestro estudio si
demostraron la accién del farmaco a las 48 h de tratamiento, no se pudieron
establecer diferencias entre ambas concentraciones empleadas como si lo hicieron
estos trabajos previos. Sin embargo, los estudios realizados en cultivos celulares
in vitro para determinar la sensibilidad de lineas celulares de cancer de mama
frente a la accion del tamoxifeno estdn muy influidos por las condiciones en las
que se lleva a cabo cada experimento, lo que dificulta en muchos casos la
reproducibilidad de los resultados de forma completa (Butler et al., 1981).
Teniendo todo esto en cuenta, se pudo concluir que la accién ejercida por el
tamoxifeno sobre el ciclo celular, tanto si era administrado empleando los
sistemas nanoparticulados como si se administraba libre en disolucién, era
similar, por lo que la inclusién del farmaco en las nanoparticulas no conllevé la

pérdida del mecanismo de acciéon del mismo.

De esta forma, quedé demostrada la eficacia in vitro de estas nanoparticulas
poliméricas en la liberaciéon controlada de tamoxifeno, presentandose como
posible alternativa para la vehiculizacién de este farmaco y para el estudio de
diferentes vias de administracion del mismo que permitieran superar las
limitaciones del actual tratamiento. Sin embargo, la vehiculizacién del farmaco a
través de estos sistemas tendria que llevarse a cabo aprovechando
exclusivamente los mecanismos pasivos que ofrecen las nanoparticulas en el
tratamiento de tumores sélidos, por lo que su administracién sistémica podria

tener ciertas limitaciones.

Por ello, se plante6 la posibilidad de funcionalizar estos sistemas poliméricos

con alguna biomolécula que fuera selectivamente reconocida por las células
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cancerigenas de cancer de mama, como el &cido félico, aprovechando la presencia
de grupos reactivos en las nanoparticulas susceptibles de ser funcionalizados. El
receptor de acido félico lleva a cabo un papel importante en diferentes tipos de
cancer, incluyendo el cancer de mama (Sudimack and Lee, 2000), por lo que la
vectorizacion activa de las nanoparticulas a través de su funcionalizacién con esta
molécula podria proporcionar buenos resultados en el tratamiento del cancer de

mama con tamoxifeno.

La unién del acido félico a estos sistemas poliméricos se realizé a través de
los grupos amino presentes en la BSA de las nanoparticulas mediante una
reaccion mediada por una carbodiimida, obteniendo los sistemas funcionalizados
BSA-SH-FOL NP, B-50-50-FOL NP y C-70-30-FOL NP. La funcionalizacion se
llevé a cabo con éxito, alcanzando valores de félico unido a las nanoparticulas
similares a los obtenidos por Zhang y colaboradores, que llevaron a cabo la
misma metodologia con nanoparticulas basadas en BSA (Zhang et al., 2004). Se
observé que la cantidad de f6lico unido era menor cuando la proporciéon de BSA-
SH disminuia en la composicion de las nanoparticulas, alcanzdndose una
concentracion de félico unido significativamente mas pequefia en el caso de las
nanoparticulas C-70-30-FOL NP. Ya que la unién del acido félico se llevaba a
cabo a través de los grupos amino de la BSA-SH, era légico esperar una menor
unién de acido félico en esta composicion que presentaba la menor proporcion

de BSA-SH en su composicion.

La caracterizacion del tamafio de las nanoparticulas mediante SEM desvel6
que todas las composiciones presentaban un didmetro medio muy pequetio (<100
nm). Estos valores de tamafio se confirmaron posteriormente mediante el estudio
de la difusién de la luz cuasielastica para las composiciones basadas en las
mezclas BSA-SH/ALG-CYS. Sin embargo, en el caso de la formulacion
compuesta Unicamente de BSA-SH, los valores de didmetro medio que
proporciond este segundo estudio fueron mayores que los tamafios apreciados en
las fotografias obtenidas mediante SEM. Como ya ocurri6 en la caracterizacién de

las nanoparticulas sin funcionalizar, esta diferencia de tamafio podria explicarse
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por el fenémeno de agregacion de las nanoparticulas. Las nanoparticulas BSA-
SH-FOL NP, tanto con farmaco como sin farmaco incluido, obtuvieron valores de
potencial zeta significativamente més pequefios que + 30 mV. Este valor ha sido
establecido como el minimo para obtener una nanosuspensién fisicamente
estable y evitar la agregacion de las nanoparticulas (Muller et al., 2001). Debido a
esto, las nanoparticulas BSA-SH-FOL NP pudieron agregar en el medio acuoso
en el que se llevé a cabo la medida para el estudio de la luz cuasieléstica,
proporcionando didmetros medios mayores que los realmente mostraron en la

microscopia electrénica.

En el caso de las nanoparticulas B-50-50-FOL NP y C-70-30-FOL NP, los
valores de potencial zeta fueron mas cercanos a + 30 mV, con lo que las
suspensiones de ambas composiciones fueron estables y los valores de tamafio
medio obtenidos por ambas técnicas fueron muy similares. De nuevo, las
nanoparticulas sin farmaco obtuvieron valores negativos de potencial zeta
mientras que las nanoparticulas con fairmaco mostraron valores positivos, como
ya lo hicieron las nanoparticulas sin funcionalizar de acuerdo a la composicion
polimérica de las mismas (Arnedo et al., 2002; Aynie et al., 1999) y a la presencia
superficial del farmaco en los sistemas (Abbasalipurkabir et al., 2011),

respectivamente.

Los valores de farmaco incluido en los sistemas funcionalizados fueron muy
similares a los obtenidos con los sistemas sin funcionalizar, con los que la unién
del acido folico a las nanoparticulas no parecié afectar a la incorporacion del
tamoxifeno. La extraccién con metanol del tamoxifeno incluido revelé de nuevo
la presencia superficial del farmaco, confirmando los resultados obtenidos con la
medida del potencial zeta. La extraccion fue completa en el caso de las
nanoparticulas TMX-B-50-50-FOL NP y TMX-C-70-30-FOL NP, mientras que un
62% del farmaco quedé retenido en el caso de las nanoparticulas TMX-BSA-SH-
FOL NP tras la extraccion. De nuevo, se pusieron de manifiesto las fuertes
interacciones establecidas entre el tamoxifeno y las regiones hidrofébicas de la

albtimina (Morello et al., 2003).
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Ademas, la presencia superficial del farmaco también se demostré en los
estudios de liberacién, donde todos los sistemas presentaron una primera fase de
liberacién rapida caracteristica de los farmacos hidrofébicos (Chawla and Amiji,
2002), seguida por una segunda fase de liberaciéon mas lenta en la que el farmaco
mas fuertemente retenido por la albamina se liber6é de forma mas controlada. De
hecho, las nanoparticulas compuestas exclusivamente por albuimina liberaron
porcentajes menores de tamoxifeno durante la primera etapa de liberaciéon
rapida, y ademds el maximo de liberaciéon lo alcanzaron mas tarde. Tanto la
importancia de las fuertes interacciones del farmaco con la albumina en la
liberacién como la presencia superficial del farmaco fueron ya observadas en el

caso de las composiciones sin funcionalizar.

En este caso, la liberaciéon del farmaco en presencia del surfactante (SDS) si
que se realiz6 de forma completa desde todas las composiciones a lo largo de las
24 h del estudio de liberacion. Sin embargo, la presencia del SDS es determinante
en este hecho, como se observé en estudios previos (Martinez et al., 2013). Por
ello, se llevo a cabo un estudio de liberacion paralelo en ausencia de surfactante
en el medio de liberacién, y se tomaron muestras a las 24 h del comienzo del
estudio para establecer la importancia de la presencia del SDS en la liberacién del
farmaco. En ausencia del surfactante, tan sélo un 3-5% del farmaco incluido en
los sistemas habia sido liberado al medio tras 24 h de ensayo. Debido a que el
SDS no se encuentra presente en condiciones fisioldgicas, se podria considerar
que la carga de las nanoparticulas permaneceria practicamente intacta durante su
transporte al tejido diana a través del torrente sanguineo tras su administracion
sistémica, y, tan sélo tras su internalizacién celular y degradacién enzimética,
seria liberada en el interior de las células donde llevaria a cabo su accion

localizada.

Para comprobar la eficacia antitumoral in wvitro de estos sistemas
funcionalizados con 4cido félico se llevaron a cabo estudios celulares frente a
diferentes lineas, de acuerdo a su expresién de receptores de acido folico (FR) y

de estogenos (ER). En estos ensayos se eligieron las lineas MCF-7 y HelLa, ya
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usadas previamente con los sistemas sin funcionalizar, y ademads se trabaj6 con la
linea T47D. Las células HeLa y T47D se han descrito en la literatura como ER(-
)/ FR(+) y ER(+)/FR(+), respectivamente (Geszke et al., 2011; Walter et al., 1985).
Sin embargo, se ha encontrado cierta controversia en el caso de la expresién de
los receptores de acido foélico en las células MCF-7 (Walter et al., 1985). Existen
algunos autores que describen esta linea como FR(-), y la emplean de hecho como
control negativo en sus experimentos (Sonvico et al., 2005). Por otro lado, existen
autores que la describen como débilmente positiva (Geszke et al., 2011) o incluso

positiva en la expresion de estos receptores (Suzuki et al., 2007).

Por ello, teniendo en cuenta la falta de acuerdo entre los autores, se procedié
a realizar la titulaciéon del los receptores de folato en las tres lineas mediante un
ensayo de inmunofluorescencia. Los resultados demostraron que todas las lineas
fueron positivas en la expresion de este receptor, siendo las células HeLa las que
mas expresaban el receptor de las tres lineas celulares. Tras la obtencién de estos
resultados, se concluy6 que todas las lineas podian ser usadas para comprobar la

eficacia antitumoral de los sistemas funcionalizados con acido félico.

En general, las nanoparticulas B-50-50-FOL NP y C-70-30-FOL NP
demostraron buena citocompatibilidad en las tres lineas celulares, al igual que ya
lo hicieron sus analogas sin funcionalizar. Sin embargo, la formulacién BSA-SH-
FOL NP obtuvo valores mas bajos de viabilidad celular en las tres lineas que los
obtenidos con la composicion sin vectorizar (80%-100%). Este hecho indicaba que
la composicién BSA-SH-FOL NP exhibia un cierto efecto citotéxico per se. Debido
a que posteriormente se confirmé que la internalizacién celular de los sistemas
BSA-SH-FOL NP se llevaria a cabo principalmente mediante el receptor de folato
en las tres lineas, y que la sobre-expresion de este receptor es caracteristica de las
células tumorales, la toxicidad de estas particulas afectaria en su mayoria a las
células malignas. Ademads, cuando el tamoxifeno estuviera incluido en esta
composicion, la toxicidad intrinseca del sistema podria llevar a cabo una accién

sinérgica con la actividad del f&rmaco, potenciando asi su accién anticancerigena.
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En el caso de las nanoparticulas B-50-50-FOL NP no pudo demostrarse que la
internalizaciéon de los sistemas se llevara a cabo exclusivamente mediante el
receptor de acido folico, con la excepciéon de las células T47D donde si pudo
evidenciarse. Este hecho puso de manifiesto la posibilidad de que existiera otro
mecanismo de internalizacién inespecifico que podria actuar conjuntamente con
la internalizacién mediada por el receptor de folato. De hecho, los ensayos de
internalizacion celular llevados a cabo con las nanoparticulas sin funcionalizar
demostraron la presencia de este mecanismo inespecifico en las células MCF-7 y
HelLa, favorecido por la presencia del polisacérido en su composicién. Algunos
autores han descrito que la carga negativa de las nanoparticulas puede favorecer
la interaccion de las mismas con ciertas partes de la membrana celular,
mejorando asi su internalizacién (Wilhelm et al., 2003; Wilhelm et al., 2002). Las
nanoparticulas B-50-50-FOL NP presentaron un valor de potencial zeta mas
negativo que las nanoparticulas BSA-SH-NP, con lo que la posibilidad de que
este sistema interaccione directamente con las células gracias a su carga
superficial aniénica dificultaria el estudio del papel del receptor de folato en su
internalizaciéon a través de la metodologia llevada a cabo en este ensayo.
Independientemente de la confirmacién de su implicacion en la internalizacién,
la funcionalizacion de los sistemas B-50-50-FOL NP y BSA-SH-FOL NP conllev6 a
una mejora significativa de la captacion de las nanoparticulas por los tres tipos de
células. Sin embargo, no ocurrié lo mismo con el sistema C-70-30-FOL NP donde
la cantidad de félico unido a la estructura de la nanoparticula no fue suficiente
para mejorar su captacion celular, sin mostrar diferencias significativas respecto a
su composicién andloga sin funcionalizar. De hecho, esta composicién obtuvo la
carga superficial mas negativa de todas, con lo que la interaccién con las células
pudo llevarse a cabo mayoritariamente a través del mecanismo inespecifico

asociado a la carga anidénica de los sistemas nanoparticulados.

Los estudios de citotoxicidad Illevados a cabo con los sistemas
funcionalizados cargados con tamoxifeno demostraron la reduccion gradual de la

viabilidad celular en todas las lineas celulares, como consecuencia de la
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liberacion controlada desde las nanoparticulas. Las composiciones TMX-B-50-50-
FOL NP y TMX-BSA-SH NP fueron especialmente efectivas a partir del tercer dia
de incubacién. La accion tardia del farmaco administrado a través de estas
composiciones pudo deberse a que la cantidad de tamoxifeno disponible en el
interior de las células a las 24 h de incubacién seria menor que cuando el
tamoxifeno era administrado de forma libre en disolucién, teniendo en cuenta la
cantidad de nanoparticulas captadas a las 24 h segin los ensayos de
internalizacion. Sin embargo, la internalizacién de los sistemas vectorizados se
lleva a cabo por endocitosis mediada por el receptor de acido félico (K, ~ 5 x 1010
M para el 4cido félico)(Jansen, 1999), donde los receptores son reciclados y
devueltos a la membrana celular una vez han liberado los ligandos en vesiculas
citoplasmaticas. La recuperacién de este receptor se produce entre 0,5-5 h (Ke et
al., 2003), con lo que la cantidad de nanoparticulas internalizadas a lo largo de los
9 dias de incubacién iria aumentando. Ademads, se ha comprobado que la
mayoria de los conjugados con acido félico permanecen estables en el citoplasma
de las células durante varias horas después de ser internalizados (Leamon and
Low, 1991). Consecuentemente, la acciéon citotéxica del tamoxifeno cuando fue
administrado mediante las nanoparticulas vectorizadas se fue detectando de
forma mas tardia y gradual que en el caso del tamoxifeno administrado libre y en

disolucién.

Estos estudios frente a lineas celulares tumorales confirmaron la eficacia
anticancerigena in vitro de los sistemas funcionalizados con félico, siendo las
nanoparticulas con mayor cantidad de félico unido las mads activas en la
reducciéon de la viabilidad celular de las lineas celulares tumorales. Con ello,
surge la posibilidad de estudiar una nueva forma de administracién del
tamoxifeno empleando la via intravenosa, con la oportunidad de desarrollar un

efecto farmacolégico mas localizado y eficaz.

Tanto las nanoparticulas vectorizadas con 4&cido félico como las
nanoparticulas sin funcionalizar ofrecieron resultados esperanzadores para el

estudio de nuevas vias de administracion del fdrmaco que permitieran mejorar la
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efectividad del tratamiento actual, consiguiendo un tratamiento mas localizado y
disminuyendo asi la posibilidad del desarrollo de efectos adversos indeseables.
Por ello, el siguiente paso fue la realizacion de estudios in vivo con el objetivo de
confirmar la eficacia anticancerigena de los sistemas que fue observada
previamente in vitro, y evaluar su potencial para la administracién de tamoxifeno

mediante otras vias.

Para ello, se desarroll6 un modelo de tumor xenografico de células MCF-7 en
ratones atimicos mediante la inoculaciéon subcutdnea de las células y la
estimulaciéon de su crecimiento para el desarrollo tumoral con 17-fB-estradiol.
Estudios previos (Kyprianou et al., 1991; Osborne et al., 1985) que desarrollaron
este tipo de modelo confirmaron la necesidad de la administracién hormonal
para el crecimiento del tumor, asi como la observacién del efecto del tamoxifeno,
actuando como citostatico en primer lugar y finalmente como citotéxico. Este
efecto se puso de manifiesto mediante el cese inicial del crecimiento del tumor y

la posterior regresién del mismo.

Para aplicar este modelo in vivo, se seleccionaron los sistemas que ofrecieron
los mejores resultados en los ensayos previos de caracterizacién in vitro. En el
caso de las nanoparticulas sin funcionalizar, se seleccionaron los sistemas
basados en mezclas ALG-CYS/BSA-SH (B-50-50 NP y C-70-30 NP), puesto que la
presencia del polisacarido parecié ser determinante en su interacciéon con las
células. La administracién de estos sistemas se llevé a cabo de forma subcuténea
en la zona circundante del tumor. En el caso de los sistemas vectorizados con
acido folico, se seleccion6 la administracién intravenosa del sistema que mejores
resultados ofreci6 en los ensayos celulares, y cuyas caracteristicas fisico-quimicas
permitian la obtencién de una suspension estable para ser administrada
mediante esta via (B-50-50-FOL NP). En ambos experimentos, se ensayaron tanto
las nanoparticulas placebo como las nanoparticulas con farmaco incluido.
Ademas, en el caso del experimento con los sistemas vectorizados, también se

establecié una comparativa con las nanoparticulas sin funcionalizar con la misma
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composicion para evaluar la importancia de la unién del acido félico en la mejora

de la eficacia terapéutica del tratamiento.

La eleccion de la dosis de tamoxifeno para su administracién intravenosa se
realiz6 teniendo en cuenta la dosis pautada en humanos (20 mg/dia)(Lee et al.,
2003), junto con el valor de biodisponibilidad absoluta calculada en roedores tras
la administracion oral del farmaco (15 + 4%) (Shin et al., 2006). Considerando el
méximo valor de biodisponibilidad absoluta (19%) y un peso medio en el ratén
de 23 g, se decidi6 administrar una dosis de 4 nug TMX cada 3 dias (1,3 pg
TMX/dia), lo que se correspondia con 1 mg de TMX-B-50-50-FOL NP cada 3 dias
(0,3 mg NP/dia). La dosis de tamoxifeno administrada subcutdneamente fue

aproximadamente un 11% mayor.

En ambos experimentos se detecté una menor evolucién tumoral en los
ratones tratados con el farmaco en disolucién y en los tratados con el farmaco
vehiculizado en los sistemas poliméricos, tanto con la formulacién vectorizada
como sin vectorizar. En el caso de la administracion subcutanea de los sistemas
sin funcionalizar, los volimenes y velocidades de crecimiento del tumor
significativamente maés bajas se observaron en los grupos de ratones tratados con
el farmaco incluido en las nanoparticulas TMX-B-50-50 NP y, especialmente, en el
sistema TMX-C-70-30 NP, mientras que la accién del farmaco administrado
libremente fue tnicamente comparable a la accion de estos sistemas en los
altimos dias de tratamiento. En los tres grupos tratados se observé la acciéon
citostatica del tamoxifeno, aunque el efecto del mismo fue significativamente mas

notable cuando se administré incluido en los sistemas poliméricos.

En el experimento donde se llevd a cabo la administracion por via
intravenosa, se observd la ralentizacion del crecimiento del tumor tras el
tratamiento con las nanoparticulas TMX-B-50-50 NP y el tamoxifeno libre,
poniendo de manifiesto la actividad citostatica del farmaco. Sin embargo, se
determiné un valor de velocidad de crecimiento tumoral con signo negativo tras

el primer dia de administracién con el sistema funcionalizado con &cido félico

245



Discusion

(TMX-B-50-50-FOL NP), indicando que existia remisiéon tumoral desde el
principio de este tratamiento debido a la accion citotoxica del mismo. Este
tratamiento resultd, por tanto, ser mds efectivo que su analogo sin funcionalizar.
En el estudio de Haran y colaboradores (Haran et al., 1994), donde el tamoxifeno
se administr6 libremente de forma subcutédnea en forma de pellets implantables,
se logré detectar la accion citostatica del farmaco y la posterior regresion del
tumor después de dos semanas de tratamiento. Sin embargo, la inclusién del
farmaco en los sistemas disefiados conllevé a una mayor efectividad, ya que el
efecto citostatico se llevé a cabo con mayor antelacién, e incluso se consiguioé
remitir el tumor desde el primer momento de la administraciéon en el caso del

sistema vectorizado.

Esta mayor eficacia pudo ser obtenida gracias a que las nanoparticulas
podrian proteger al tamoxifeno de ser degradado enzimdticamente tras su
administracién, incrementando su vida media, al mismo tiempo que
aprovecharian las ventajas que ofrecen este tipo de sistemas nanoparticulados
para alcanzar de forma mads localizada el tumor sélido, ya sea pasiva o
activamente. Estos resultados siguen la tendencia de otros estudios publicados en
la literatura, en los que la administracion de un farmaco anticancerigeno incluido
en sistemas poliméricos, tanto sin vectorizar (Arias et al., 2009; Graeser et al.,
2010; Kim et al., 2012) como vectorizados(Hao et al., 2013; Zhao et al., 2012),

supuso la mejora de la eficacia del tratamiento antitumoral.

En el caso de la administracién intravenosa de los sistemas placebo, es decir,
sin farmaco incluido, se detecté un aumento de la velocidad de crecimiento del
tumor. Esto parecia indicar que las nanoparticulas sin farmaco por si solas
estimulaban el crecimiento del tumor, especialmente las nanoparticulas
funcionalizadas con &cido félico (B-50-50-FOL NP) que llegaron a duplicar la tasa
de crecimiento tumoral. De acuerdo a los resultados obtenidos previamente en
los estudios de citocompatibilidad in vitro realizados con estas nanoparticulas en
la linea celular MCF-7, tanto con las nanoparticulas sin vectorizar como las

vectorizadas se alcanzaron valores de viabilidad celular en algunos casos
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superiores al 100%, pudiendo llegar hasta el 110%. Por esta razén, su
administracién in vivo también pudo resultar en una estimulacién de las células
tumorales, teniendo como consecuencia velocidades de crecimiento tumoral mas
altas. Teniendo en cuenta este hecho, las nanoparticulas funcionalizadas TMX-B-
50-50-FOL NP demostraron ser potencialmente eficaces ya que fueron capaces de
contrarrestar la acciéon proliferativa inherente a su composiciéon y, ademds,

produjeron la regresion tumoral desde el comienzo de su administracion.

La efectividad de los sistemas poliméricos se confirmé a través del estudio de
cortes histolégicos mediante tincién y observacién microscépica de los mismos,
asi como la realizaciéon de técnicas inmunohistoquimicas. Estos procedimientos
han sido muy comtinmente empleados para obtener informacién ttil sobre la
patologia de tejidos tumorales xenograficos, como la estructura tisular y el estado

proliferativo y/o quiescente de las células.

El andlisis de los cortes histolégicos tefiidos mediante azul de toluidina y
hematoxilina-eosina revel6 las diferencias existentes entre los tumores tratados
con tamoxifeno y los tumores sin tratar. Sin embargo, se observé mayor presencia
de tejido desestructurado, con mayor desorganizacion celular y menor presencia
de células en fases mitoticas en el caso de los tumores tratados con las
nanoparticulas administradas subcutdneamente, especialmente con TMX-C-70-30
NP, asi como en el caso del sistema funcionalizado con acido félico TMX-B-50-50-
FOL NP administrado de forma intravenosa. Tanto la desestructuraciéon del
tejido, con mas presencia de tejido conectivo y adhesion celular, como la baja
densidad de células en distintas fases de proliferaciéon, han sido descritos en
trabajos previos como indicios de remisién tumoral (Arias et al., 2009; Bani et al.,
1999; Lee et al., 2011). Ademas, a través de estas tinciones pudo confirmarse la
capacidad de las nanoparticulas funcionalizadas TMX-B-50-50-FOL NP para
alcanzar el tejido tumoral tras ser administradas de forma sistémica, ya que se
detectaron nanoparticulas residuales en algunos los cortes histologicos de los

tumores tratados con estos sistemas.

247



Discusion

El estudio histolégico de los tumores se completé mediante la realizacién de
técnicas inmunohistoquimicas que permitieron confirmar las tendencias
observadas mediante las tinciones basicas. La deteccion de la presencia del
antigeno Ki-67 en las células de tejidos tumorales mediante inmunohistoquimica
tiene un gran valor pronéstico (Shahzad et al., 2011), especialmente en el cancer
de mama (Liu et al., 2001; Pathmanathan and Balleine, 2013). Un bajo indice de
proliferaciéon celular, marcado por la poca presencia de este antigeno, estd
relacionado con la eficacia antitumoral del tratamiento. Tanto las nanoparticulas
sin  vehiculizar (TMX-B-50-50 y TMX-C-70-30 NP) administradas
subcutdneamente, como la formulacion TMX-B-50-50-FOL NP administrada por
via intravenosa, se mostraron mucho mas efectivas en la reducciéon de la
proliferacion celular que el farmaco administrado libremente. Las muestras de
tejido tumoral tratadas con estas formulaciones obtuvieron las sefiales de
fluorescencia mas bajas, incluso en las zonas circundantes a los vasos sanguineos
donde las muestras de los controles y de los ratones tratados con las
nanoparticulas placebo obtuvieron sefiales fluorescentes muy intensas.
Previamente, otros autores describieron la mejor eficacia del tratamiento con
diferentes antitumorales administrados incluidos en sistemas poliméricos (Arias
et al, 2011; Wohlfart et al, 2009), y los resultados de sus estudios
inmunohistoquimicos fueron muy similares a los obtenidos en este estudio. Por
ello, se pudo concluir que la administracion subcutdnea e intravenosa del
tamoxifeno incluido en los sistemas sin funcionalizar y en las nanoparticulas
vectorizadas con acido folico, respectivamente, permitié la mejora de la eficacia

anticancerigena de este antineoplésico.

Finalmente, se llev6 a cabo la cuantificacién de los niveles de tamoxifeno y de
uno de sus metabolitos mas activos, el 4-hidroxitamoxifeno, para poder
establecer posibles diferencias entre la administraciéon del farmaco de forma libre

o incluido en las nanoparticulas.

Los niveles de tamoxifeno y de su metabolito en las muestras de plasma

fueron en su mayoria indetectables, lo que estd de acuerdo con otros estudios
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llevados a cabo con dosis orales y subcutdneas mayores que las administradas en
este estudio (Kisanga et al., 2003; Osborne et al., 1985). Unicamente se detect6 una
pequefia concentraciéon de tamoxifeno en el caso de la administracion subcutédnea
del farmaco libre, mientras que cuando la misma dosis fue administrada incluida
en los sistemas poliméricos por esta via no fue posible detectar la presencia del
farmaco en sangre. Debido a que la presencia del tamoxifeno en plasma podria
estar directamente relacionada con la distribucién del farmaco en érganos no
diana, y con ello el desarrollo de efectos adversos indeseables (Cohen, 2004), el
hecho de que no se pudiera detectar la presencia del farmaco en plasma pudo ser

considerado de forma muy positiva.

En relacién con el desarrollo de estos efectos adversos indeseables, se evalu6
la presencia de farmaco en el Gtero y los ovarios de los ratones tratados, puesto
que la aparicién de un carcinoma endometrial es uno de los efectos secundarios
mas graves que puede desencadenar el tratamiento con tamoxifeno. La
administracion del farmaco incluido en las nanoparticulas, tanto tras la
administraciéon subcutdnea como intravenosa de las mismas, redujo
significativamente los niveles de tamoxifeno en estos 6rganos entre 4 y 8 veces

menos que cuando el farmaco fue administrado de forma libre.

Asi mismo, los niveles ovaricos y uterinos del 4-hidroxitamoxifeno, que es
incluso mas activo que el propio farmaco, fueron generalmente mas bajos tras la
administracion del farmaco incluido en los sistemas que administrando el
tamoxifeno en su forma libre. La ausencia o baja presencia de metabolitos
farmacologicos se corresponde con el perfil caracteristico de las formulaciones de
liberacién controlada de farmacos, tal y como han descrito trabajos previos
(Kisanga et al., 2003). No obstante, los niveles de 4-hidroxitamoxifeno mas altos
fueron encontrados en el higado y en los pulmones de los ratones tratados con
farmaco de forma intravenosa, independientemente de la modalidad del
tratamiento. Este hecho se atribuy6 a la acciéon de las enzimas de la familia
CYP3A, responsables del metabolismo del farmaco, y que estdn localizadas

principalmente en el higado (Cotreau et al., 2001). En cuanto a los pulmones, se
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ha observado en estudios anteriores (Kisanga et al., 2003; Wilking et al., 1982) que
estos 6rganos actilan como reservorio del farmaco y de sus metabolitos debido a
su afinidad por los compuestos aminicos (Bend et al.,, 1985). Estos factores
justificarian los niveles altos tanto de tamoxifeno como de su metabolito en
higado y en pulmones. Atn asi, las concentraciones obtenidas fueron mas bajas
tras la administraciéon de las nanoparticulas con tamoxifeno que la del farmaco

libre en disolucién.

Por tanto, la administracién del farmaco incluido en los sistemas, ya sean
funcionalizados o sin funcionalizar, condujo a la obtencién de niveles mds bajos
de tamoxifeno y niveles indetectables de 4-hidroxitamoxifeno en los 6érganos no
diana, principalmente en el ttero, que es el 6rgano principalmente afectado por
los efectos secundarios derivados de la baja especificidad del tratamiento con
tamoxifeno. Estos niveles mds bajos conducirian a una menor probabilidad de
desarrollar estos efectos adversos indeseables, y con ello, a la mejora de la eficacia

del tratamiento.

En cuanto a los niveles del farmaco en el tumor, se vieron diferencias entre el
tratamiento subcutaneo y el intravenoso. En el caso del tratamiento subcutaneo,
la administraciéon del farmaco mediante el sistema TMX-C-70-30 NP condujo a
una mayor acumulacion de farmaco en el tejido tumoral, estadisticamente
significativa respecto al sistema TMX-B-50-50 NP y el farmaco libre; precisamente
fue este sistema el que se mostr6 mas efectivo segin los estudios histolégicos
previamente analizados. En el caso de la administracién intravenosa, los
tratamientos con tamoxifeno libre y con las nanoparticulas TMX-B-50-50-FOL NP
fueron los que permitieron obtener niveles més altos de farmaco en el tejido
diana. No obstante, el tratamiento con el sistema TMX-B-50-50-FOL NP demostré
ser mucho mas efectivo que el tratamiento con el farmaco libre, como indicaron
todos los resultados obtenidos, especialmente su capacidad de inducir remisién
tumoral desde el principio de su administracién y de causar menor acumulacién

de farmaco en 6rganos no diana.
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En conclusiéon, la vehiculizacion del tamoxifeno mediante estos sistemas
poliméricos basados en combinaciones de albimina y alginato modificados, bien
mediante mecanismos de vehiculizacién pasiva (especialmente con el sistema
TMX-C-70-30 NP) o mecanismos de vehiculizacion activa (mediante el sistema
TMX-B-50-50-FOL NP) condujo a la obtencién de una mejora en la eficacia del

tratamiento antitumoral con este farmaco.

De esta forma se confirmé el gran potencial que ofrecen los nanosistemas en
la lucha contra el cancer de mama, asi como la importancia del receptor de acido
folico como diana farmacologica para el tratamiento de este tipo de tumor. Estos
resultados abren la posibilidad de estudiar nuevas formas de administraciéon del
tamoxifeno en humanos que permitan una mejora en la eficacia farmacolégica asi

como una mejor calidad de vida de los pacientes tratados.
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Conclusiones/ Conclusions

Se han preparado nanoparticulas partiendo de diferentes mezclas de
alginato y albuimina, previamente modificados, estabilizadas por
formacion de enlaces disulfuro entre ambos polimeros mediante
coacervacion. Las particulas indivisualizadas tienen un tamafio medio
comprendido entre 42 y 388 nm. La presencia de BSA-SH en la
composicién es necesaria para la formaciéon de las nanoparticulas, y la
proporciéon de los polimeros en la mezcla es determinante en la

composicion final de las nanoparticulas.

El tamoxifeno se incorpora satisfactoriamente a las nanoparticulas (4-6 pg
TMX/mg NP) mediante el hinchamiento de los sistemas en una solucién
etanolica del farmaco, obteniéndose en general mejores resultados de
inclusion cuando este procedimiento se realiza partiendo de las
nanoparticulas liofilizadas. Parte del farmaco incorporado se localiza en
la zona mas superficial de las nanoparticulas, caracteristica principal de

la mayoria de farmacos hidrofébicos.

In vitro, la liberaciéon maxima del farmaco desde los sistemas en presencia
del surfactante se produce entre 2 y 75 h, en funcién de la forma de
incorporaciéon del farmaco y de la composiciéon de las nanoparticulas.
Esta liberaciéon sucede en dos etapas diferenciadas: una primera mas
rapida, donde se libera el farmaco mas superficial, y una segunda mas
lenta, donde la BSA-SH juega un papel fundamental por las fuertes
interacciones que se establecen entre el farmaco y la proteina. Dichas
interacciones son responsables de la liberacion incompleta del farmaco

desde los sistemas.

La funcionalizacién de estos sistemas con acido félico se lleva a cabo de
forma exitosa, aumentando la cantidad de é&cido félico unido a los
sistemas a medida que la presencia de la BSA-SH en la composiciéon de

las nanoparticulas es mayor. El tamafio medio de estas nanoparticulas
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vectorizadas estd comprendido entre 76 y 417 nm, observdandose un
fenémeno de agregacion en el caso de las nanoparticulas compuestas
exclusivamente por albimina. La cantidad de tamoxifeno incluido en los
sistemas fue similar a la obtenida en las nanoparticulas sin vectorizar, y
se observa también su localizacién parcialmente superficial. La liberacion
in vitro del tamoxifeno desde estos sistemas se produce en dos etapas
(primera mas rdpida y segunda mas lenta) y de forma completa en las
primeras 24 h; sin embargo, el papel del surfactante es determinante en

esta liberaciéon completa desde las nanoparticulas.

Los estudios en lineas celulares MCF-7, HeLa y T47D demuestran que las
nanoparticulas sin farmaco, tanto vectorizadas como sin vectorizar, son
esencialmente citocompatibles. Todos los sistemas son capaces de
interaccionar y ser internalizados por las diferentes lineas celulares,
observandose que la presencia del polisacarido en la composicion de las
nanoparticulas mejora dicha interacciéon. La funcionalizacion de las
nanoparticulas con acido félico conduce a una mayor internalizacién de
los sistemas. El papel del receptor del acido félico es fundamental en la
penetracion del sistema BSA-SH-FOL NP, pero no exclusivo en el caso
del B-50-50-FOL NP. La disminucién gradual de la viabilidad en las tres
lineas celulares confirma la eficacia in vitro de las nanoparticulas como

sistemas de liberacion controlada de tamoxifeno.

La administracion subcutdnea e intravenosa de los sistemas sin vectorizar
(B-50-50 y C-70-30 NP) y vectorizados con &cido félico (B-50-50-FOL NP),
en un modelo de tumor de MCF-7 xenografico en ratones atimicos
produce la ralentizaciéon y, en el caso del sistema funcionalizado, la
regresion del desarrollo del tumor de forma mucho mas significativa que
el farmaco administrado libremente. Asi mismo, los estudios histolégicos
muestran una mayor desorganizacion y menor division celular en el tejido

tumoral de los ratones tratados con el farmaco incluido en estos sistemas
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poliméricos. Ademads, la acumulacién del farmaco en tejidos no diana se ve
considerablemente reducida cuando es administrado en forma de
nanoparticulas. De esta forma, se pone de manifiesto la mayor eficacia
antitumoral in vivo de los nanosistemas con tamoxifeno frente al farmaco

sin vehiculizar.

Nanoparticles based on different mixtures of previously modified
alginate and albumin have been prepared and stabilized by the formation
of disulphide bonds between both polymers by coacervation
methodology. Individualized nanoparticles with an average size ranged
between 42-388 nm have been obtained. The presence of BSA-SH in
nanoparticle composition is necessary to form the systems, as well as the
proportion of reactants is determinant in the final composition of these

nanoparticles.

TMX is successfully included into the nanoparticles (4-6 pg TMX/mg NP)
by swelling the systems in an ethanolic dissolution of the drug, obtaining
better drug load values, generally, when the nanoparticles are previously
freeze-dried. Part of the drug is placed on the nanoparticle surface, which

is characteristic of hydrophobic drugs.

In vitro maximum drug release from the systems in the presence of the
surfactant takes place between 2 and 75 h, and depends on the drug
loading methodology and nanoparticle composition. This release occurs
in two differentiated steps: the first step, which is fast and where
superficial drug is released, followed by a second and slower step, where
BSA-SH plays an important role due to the strong interactions established
between the drug and the protein. These interactions are the main

responsible for the incomplete release of the drug from the systems.
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The functionalization of these systems with folic acid is successfully
carried out, being the amount of folic acid attached to the nanoparticles
higher when the proportion of BSA-SH in the composition increases. The
average size of these systems is ranged between 76 and 417 nm, and an
aggregation phenomenon is detected in the case of nanoparticles
composed of BSA-SH exclusively. TMX loading amount obtained for
these systems is very similar to that determined in the case of non-
functionalized systems, and the partial localization of the drug on the
surface of the nanoparticles is also observed. Additionally, in vitro TMX
release from these nanoparticles occurs in two differentiated steps: a first
fast step followed by a second slower step; this release is complete at 24 h.
However, the presence of the surfactant in the release medium is

determinant for the complete release of the drug from the nanoparticles.

Cellular studies in MCF-7, HeLa and T47D cell lines show that unloaded
nanoparticles, either functionalizaed or non-functionalized, are essentially
cytocompatible. All the systems are capable to interact and to be
internalized by the three cell lines, although the presence of the
polysaccharide in the nanoparticle composition enhances this interaction.
Folic acid functionalization of the systems allows a higher internalization
of the systems to be achieved. The role of folate receptor is determinant
for the penetration of BSA-SH-FOL NP, but not exclusive in the case of B-
50-50-FOL NP. The gradual decrease on cell viability when the drug is
administered by the polymeric systems confirms the in vitro efficacy of

the formulations as controlled delivery systems.

Subcutaneous and intravenous administration of the non-vectorized (B-50-
50 NP y C-70-30 NP) and folic acid-vectorized systems (B-50-50-FOL NP),
in an in vivo MCFE-7 xenograft model developed in athymic nude mice
causes the deceleration and, in the case of the folate attached system, the
regression of tumours in a more significant way than the drug
administered free in dissolution. Moreover, histological studies show a
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higher disorganization and less cellular division in those tumour tissues
treated with the TMX-loaded nanoparticles. Additionally, the
accumulation of the drug in non targeted tissues is considerably reduced
when the drug is administered trapped into nanoparticles. Thus, this
study reveals the highest in vivo anticancer efficacy of the tamoxifen-
loaded nanosystems against the administration of the non vehiculized

drug.
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