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un

ABREVIATURAS

5-Fu: 5-Fluorouracilo

AEO: Andlisis elemental organico

AFM: Microscopia de fuerza atémica

AgNP: Nanoparticula de plata

Au: Oro

AuNP: Nanoparticula de oro

Cis: Cisplatino

COSY: Espectroscopia RMN de correlaciéon 2D

DLS: Dispersién dindmica de luz

EDS: en inglés, Endor delivery system

ESCA: Espectroscopia electrénica para andlisis quimico

FT-IR: Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier

HA: Acido hialurénico (combinando hialuronato sédico)

HASH: Acido hialurénico tiolado

HPLC-MS: Cromatografia liquida de alta eficacia acoplada a
espectrometro de masas

HSQC: en inglés, Heteronuclear single quantum coherence
spectroscopy

ICP-MS: Espectrometria de masas con plasma de acoplamiento
inductivo

L: Ligando

NMWL: en inglés, Nominal molecular weight limit

NP: Nanoparticula

NTA: en inglés, Nanoparticle tracking analysis

OXA: Oxaliplatino

PBS: Tampon fosfato salino

PES: Polietersulfona

Pot-Z: Potencial zeta

QD’s: Puntos quanticos

RMN: Resonancia magnética nuclear

SEM: Microscopia electrénica de barrido

SPR: Resonancia del plasmén de superficie
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STEM-HAAFD: en inglés, Scanning transmission electron microsocpy-high

angle annular dark field

TEM: Microscopia electrénica de transmision
TGA: Termogavimetria
UV-Vis: Espectroscopia ultravioleta-visible
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RESUMEN

RESUMEN

El EDS es un sistema liberador de fArmacos antitumorales compuesto por una
AuNP recubierta de acido hialurénico tiolado (HASH). El HASH, ademas de proteger
las nanoparticulas metdlicas, es reconocido por el receptor CD44, proteina
sobreexpresada en células tumorales. Durante esta tesis se han estudiado diferentes
candidatos, trabajando tanto la sintesis de diferentes tamafios de AuNPs, como la
tiolacion de HASH de diferentes pesos moleculares. Ademas, se han puesto a punto las
técnicas necesarias para la correcta caracterizacion fisico-quimica y biolégica de los
candidatos. Mediante experimentos in vitro, se concluyé que la internalizacién y la
eficacia fue mayor con el sistema formado por AuNPs de 12 nm de didmetro y HASH

con un tamafio de 30-50 kDa (EDS1).

Los farmacos escogidos para validar el sistema EDS1 fueron el cisplatino, el
oxaliplatino y el 5-fluorouracilo. Se conjugaron al EDS1 mediante diferentes vias de
sintesis. Se utilizaron ligandos especificos o incluso sintesis directas al 4acido
hialurénico, donde el enlace con el fairmaco era sensible al cambio de pH. La
caracterizacion fisico-quimica y bioloégica confirmaron que el EDS1 conjugado a
cisplatino y oxaliplatino mejoraba el IC50 de los fairmacos en células tumorales de
pancreas (Panc-1). Sin embargo, con el 5-fluorouracilo no se encontré un sistema para

validar el EDS.
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RESUMEN

ABSTRACT

EDS is an antitumor drug delivery system consisting of an AuNP coated with
thiolated hyaluronic acid (HASH). HASH protects the metal nanoparticles in
physiological media but also it is recognized by CD44 receptor, which is a protein
overexpressed in tumour cells. In this thesis different candidates, having different
AuNPs particle size and different HASH molecular weight, were studied. It was also
necessary to tune up proper physico-chemical and biological characterization
techniques. In vitro experiments concluded that the internalization and efficacy were
better in the system formed by 12 nm diameter of AuNPs and 30-50 kDa size of HASH
(EDS1).

The drugs chosen to validate the EDS1 system were cisplatin, oxaliplatin and
5-fluorouracil. EDS1 was conjugated to drug via different synthesis routes. Specific
ligands sensitive to pH change or even directly to hyaluronic acid were used to link the
drug. The physicochemical and biological characterization confirmed that EDS1
conjugated with cisplatin and oxaliplatin improved the IC50 of the drug in pancreatic

tumour cells (Panc-1). However, with 5-fluorouracil, the conjugation was not obtained.
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1. INTRODUCCION

1.1. Nanotecnologia

A finales del afio 1959, en la reunién anual de la American Physical Society,
Richard Feynman pronuncié un famoso discurso titulado “There is plenty of room at
the bottom” (“Abajo hay espacio de sobra”) (Feynman et al., 1960). Fue en dicho

discurso cuando introdujo por primera vez el concepto de la nanotecnologia.

Un nanomaterial, tal como se definié en el afio 2011 por la European Comission
Recomendation, es un material natural, accidental o manufacturado que contiene
particulas donde una o mas dimensiones externas estan en el intervalo de tamafio de 1
nm a 100 nm y con frecuencia tienen propiedades especificas debido al tamafio

(propiedades que el material con tamafios superiores no posee).

Los avances en las técnicas de caracterizaciéon a escala nanométrica, como la
microscopia, nos permiten conocer y manipular la materia a escalas tan pequefias que
hace unos afios era inimaginable. Desde entonces, aunque todavia hay controversia
sobre la correcta definicién de los nanomateriales, se ha producido un crecimiento
exponencial de los productos nanotecnolégicos en el mercado, incluyendo diferentes
areas tales como revestimientos, electronica, ropa, cosméticos, articulos deportivos y

productos sanitarios (www.nanotechproject.org).

La OCDE (en inglés, Organisation for Economic Cooperation and Development)
public6 en 2009 la tendencia al alza de las patentes basadas en productos
nanotecnolégicos (OCDE 2009, “Nanotechnology patents”, in OCDE Science, Technology
and Industry Scoreboard 2009, n.d.) (Figura 1.1).

Trends in nanotechnology patents by field of application
World total

N 1999-2001 2004-06

2000
341 333 234 16.8 25 125
1500 /
Share in nanotechnology patents (%),
2004-06

1000

) I I I —

0.0 - L -

Nanomaterials Electronic devices Measurement and Medecine and Environment Other fields
and i and energy

S

Figura 1.1. Grdfico representativo de las patentes con materiales o
aplicaciones nanotecnoldgicas. (OCDE 2009).
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1.1 NANOTECNOLOGIA

El incremento de la investigacién en el drea de la nanotecnologia y su posible
comercializaciéon queda reflejado en el nimero de patentes publicadas por la USPTO
(Oficina de Patentes de Estados Unidos), la OEP (Oficina de Patentes Europea) y la JPO
(Oficina de Patentes Japonesa) a lo largo de los afios (Figura 1.2). La caida en el
nimero de patentes publicadas por USPTO en 2005 se debe a que la USPTO regulé una
definicibn mas estricta de nanomaterial. El descenso en el nimero de patentes
publicadas por la JPO para 2005 y 2006, se debe a la demora entre la publicacién y la

concesién de patentes que mantiene este organismo (Chen et al., 2008).

1200
Year USPTO EPO JPO | Year USPTO  EPO PO gggm
1976 9 0 0 | 1992 121 28 48
10004 [1e77 18 o o | 18w 123 &2 45
1978 23 0 0 | 1994 128 67 70
1979 11 0 1 | 1985 180 73 65
1980 15 3 1 | 19% 208 71 68
good 1981 2 3 0 | e 2w @ s
1982 25 5 1 | 1098 207 112 54
2 1983 24 6 1 | 199 367 125 78
8 1984 25 7 4 | 2000 422 141 &7
g 1985 33 7 1 | 2001 504 235 a4
< 600 |18 27 9 8 | 200 582 308 116
N 1987 46 10 0 | 2003 730 364 143
5 1988 39 23 8 | 2004 931 478 126
5 1989 65 24 6 | 2005 886 601 43
2 ool |10 57 & o | e 11 e 3
1991 85 35 20 | Total 7408 359 1,150
200 -
-
L )
‘.

1976
1980
1985 |
990
1995
2000
2005

Figura 1.2. Grdfico representativo del niimero de patentes en el drea de la
nanotecnologia publicadas por la USPTO, EPO y JPO, segiin fecha de publicacion.
(Chen et al, 2008).

El paso de estos productos (patentados o no) desde la fase de investigacion y
desarrollo hasta la produccién y comercializacién, produce que la economia se vea
fuertemente afectada por los productos nanotecnolégicos (www.epa.org, 2007). Los
esfuerzos por comercializar productos basados en la nanotecnologia son
verdaderamente importantes (Figura 1.3). Miles de empresas a nivel mundial se
dedican a este campo, y la mayoria de ellas son pequefias y medianas empresas
(PYME). La creciente comercializacién de productos nanotecnolégicos requiere un
gran esfuerzo por parte de los organismos reguladores, que tienen que trabajar con
rapidez para demostrar la seguridad de estos productos. Este esfuerzo queda latente
viendo los numerosos estudios realizados por las agencias reguladoras y los comités

cientificos, cuyo objetivo es estandarizar las técnicas y ensayos con NPs (OCDE , ISO),
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INTRODUCCION

conocer los riesgos tanto para la salud humana (SCENHIR, EMEA, EFSA) como el
medio ambiente (AEMA, CCRSM), y también para controlar la produccién y

caracterizacion (REACH).

La nanotecnologia tiene el potencial de crear materiales y productos mas
avanzados. El mercado de los nanomateriales sigue estando dominado por aquellos
materiales que han estado en uso durante décadas, como la silice amorfa sintética
utilizada en diversas areas como la construccidn, el textil, la cosmética y la industria
farmacéutica, entre otras. Sin embargo, muchas otras aplicaciones con nuevos

materiales estan aumentando, especialmente en el mercado cosmético y médico.

Product Categories
|
800 Mar 08, 2006
i 0 Mar 10, 2011
£ 600
3
b=
2
o
%5 400
@
o
s
3 200 -
0 _J_ ]
Health and Home and Automolive Food and Cross Electronics  Appliances  Goods for
Fitness Garden Beverage Cutting and childrens
Computers

Figura 1.3. Clasificacién de los productos registrados y lanzados al mercado
hasta el 8 de marzo del 2006 y el 11 de marzo del 2011. (Woodrow Wilson
International Center for Schoolars Project on Emerging Nanotechnologies).

La FDA (U.S. Food and Drug Administration) se encarga de la seguridad de los
productos de consumo relacionados con la nutricién, la salud y el cuidado personal en
USA. Por lo tanto, también es la responsable de valorar y regular los productos de esta
clasificacién que contienen nanomateriales. En la mayoria de productos regulados por
la FDA, se requiere de los conocimientos de la industria para asegurar que el producto
satisface las normas de seguridad, siendo la evidencia cientifica absolutamente
necesaria para justificar su seguridad. El grupo de trabajo en nanotecnologia de la FDA
hizo recomendaciones para una adecuada gestién de riesgos y una adecuada actuacién

(FDA et al, 2007).
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1.1 NANOTECNOLOGIA

Estas recomendaciones se centran en conocer:

Las vias de exposicion, incluyendo la inhalacién, absorcién dérmica y la
ingestién (por ejemplo, en relacion con los cosméticos y alimentos), asi

como los medios expuestos (por ejemplo, aire, agua y alimentos).

Las propiedades relacionadas con la absorcién, distribucién,
metabolismo y excreciéon (ADME), debido a que las interacciones

biolégicas pueden estar influenciadas por los cambios de tamafio.

El tamafio, la distribucién del tamafio, la carga superficial, propiedades
de la superficie, las interacciones entre particulas, comportamiento de
las particulas, pureza, estabilidad y la variabilidad general de lote a lote

(Hamburg et al, 2012).

La Tabla 1.1 muestra el grado de regulacién por parte de la FDA relacionada

con la seguridad, (previo a la comercializaciéon y después de la comercializacién) de

nueve categorias de productos: ingredientes cosmeéticos, todo tipo de alimentos,

suplementos dietéticos, aditivos alimentarios, envasado de alimentos, producto

sanitario, medicamentos sin prescripciéon médica y los nuevos farmacos (Taylor et al.,

Ingredientes | Todo tipo | Suplementos Aditivos Ei do de | Prod di sin Nuevos
cosméticos | de comida | dietéticos alimentarios | alimentos | sanitarios | prescripcion médica | farmacos
Pre-comercializacion
Obtenci6n d . i P
5 enclo?-l, ¢ No No No Débil Débil Moderado Débil Moderado
informacion del proyecto
Prueb o P
B . Débil No Débil Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte
confirmen la seguridad
Obllgacl.on aprobar Débil No Débil Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte
la seguridad del Sponsor
Revisi6 1 i
ev1s}0n del segurlqad L No No Débil Fuerte Fuerte Fuerte Moderado Fuerte
previo a la comercializacion
Post-comercializacién
R« imient i i i i
equerlfmefﬂn 0 necesario Débil No No Débil No Fuerte Débil Moderado
de monitorizar y testar
Inf b; b
nformar sobre No No No Débil No Fuerte No Fuerte
efectos adversos
Inspecclone§ o mStala(.:lones Débil Moderado Moderado Moderado Moderado Fuerte Fuerte Fuerte
y de los registros de seguridad
Excluir del
e cadd Moderado Moderado Moderado Moderado Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte
productos no seguros

Tabla 1.1 Capacidades legales de la autoridad FDA sobre los productos
nanotecnoldgicos. (Taylor et al., 2006).
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1.2. Nanomedicina

La nanomedicina es la aplicacién de la nanotecnologia en el sector de la salud.
Segin la definicién de la Fundacién Europea de la Ciencia (ESF, European Science
Foundation), 1a nanomedicina utiliza las herramientas de tamafio nanométrico para el
diagnéstico, prevenciéon y tratamiento de enfermedades y obtener una mayor
comprension de la compleja fisiopatologia subyacente de la enfermedad (ESF et al,,
2005). La ultima década ha sido un periodo muy productivo en la generacién de

nuevos nanomateriales enfocados a la medicina.

La FDA publico6 un estudio donde se representaban los productos de
nanomedicina que habian sido aprobados (o simplemente presentados) a lo largo de
los ultimos afios hasta mayo del 2011 (Figura 1.4). El andlisis utiliza el afio de
aprobacién por la FDA si el producto estd aprobado en EE.UU o con afio desconocido
para los productos con aprobaciéon extranjera. La mayoria de los productos aprobados
antes del aflo 2000 eran aplicados en terapia y no en dispositivos. Sin embargo, en la
ultima década, la aprobacién para la terapia parece haber permanecido bastante
estable, mientras que hay un aumento en el ndmero de dispositivos médicos

(Etheridge et al., 2013).

20

18 1 Devices (44 Total)

16

14 3 M Therapeutics (33 Total)

12 1

10
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6 {
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\)Q

Figura 1.4. Grdfico representativo del niimero de productos aprobados y/o
presentados a la FDA en nanomedicina. (Etheridge et al,, 2013).

Entre los nanomateriales mas utilizados en medicina se encuentran los

liposomas, las NPs poliméricas, los dendrimeros, los puntos cuanticos (en inglés, QD’s,
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Quantum dots), los nanotubos de carbono, las NPs inorganicas y las NPs de é6xido de
hierro superparamagnéticas (SPIONS). Las diferentes aplicaciones de los
nanomateriales en medicina se clasifican en sistemas de liberacién de farmacos,
sistemas terapéuticos, agentes para la imagen, sistemas para diagndstico y

biomateriales e implantes activos (Wagner et al., 2006).

Los nanomateriales pueden ser dirigidos a una diana concreta en funcion de la
enfermedad y ser detectados en el lugar necesario. Dependiendo del tamafio del
nanomaterial (>10 nm), es dificil eliminarlos del organismo a través de los rifiones;
ademds, en funciéon de su composiciéon, tamafio y revestimiento, el tiempo de
circulacién en sangre puede aumentar. La alta relacién area superficie-volumen que
tienen los nanomateriales permite una gran capacidad de carga de ligandos tales como
farmacos terapéuticos, agentes para la imagen o estabilizadores (Wang et al., 2012).
Modificar el tamafio y la superficie de la NP puede mejorar su tiempo de circulaciéon en

sangre y ayudar a escapar del sistema reticuloendotelial (Lee D.-E. et al., 2012).

Estos nanomateriales son utilizados en la teranéstica como sistemas de
diagnéstico que a la vez tienen capacidad terapéutica. Muchos sistemas basados en la
administracién de fadrmacos, tales como vectores de oro o QDs, pueden ser facilmente
detectados Opticamente, obteniendo imagenes sin necesidad de modificaciones.
Ademdas, mediante el uso de ligandos fluorescentes, por ejemplo, se pueden
funcionalizar las NPs y ampliar la gama de nanomateriales terandsticos (Figura 1.5)

(Doane etal., 2012).

Nanomateriales

Diagnéstico Terapia
IRM Génica
Fluorescencia Liberacion de firmacos
Ultrasonidos Hipertermia
Rayos-X
Radicales Libres
Vacunas

Figura 1.5. Esquema representativo de los terandsticos y materiales en la
nanomedicina.
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Las AuNPs son de gran interés en técnicas de imagen, administracién de
farmacos y terandésticos debido a su biocompatibilidad y a sus propiedades 6pticas y
fototérmicas. También ofrecen una plataforma versatil para la conjugacién de muchos

tipos de moléculas, debido a las posibles modificaciones en la superficie.

Las NPs magnéticas también suele mostrar una alta biocompatibilidad y sus
propiedades se aplican a sondas de contraste para resonancia magnética. Las SPIONS

son las mas utilizadas en este campo.

Las NPs poliméricas son una plataforma emergente especialmente para el
diagnéstico y tratamiento del cancer. Probablemente, uno de los polimeros mas
reconocidos de la nanotecnologia es el PLGA (polilactida-poliglic6lidos), por su

biodegradabilidad y biocompatibilidad (Danhier et al., 2012).

Recientemente ha habido una creciente atencién en la investigacion de
nanomateriales hibridos que consisten en diferentes nanomateriales como
plataformas prometedoras para diagnostico, proyeccién de imagen y aplicaciones

terapéuticas (Wang et al., 2012).

Las aplicaciones de las NPs son variadas, desde el diagnéstico in vitro hasta el

transporte de fArmacos o la terapia.

En el diagndstico in vitro las herramientas se componen generalmente de dos
componentes: bioreceptores y transductores. Diferentes nanomateriales poseen
propiedades Unicas eléctricas, magnéticas, luminiscentes y cataliticas, entre otras, que
podrian ser explotados como transductores en dispositivos de diagnostico. El uso de
nanomateriales para el diagndéstico in vitro ha aportado una gran mejora en la
deteccion de enfermedades infecciosas para identificar agentes patégenos, como los
virus (por ejemplo, gripe, hepatitis y papiloma) y bacterias (por ejemplo, E. Coli, M.
tuberculosis y S. Aureus). Se espera que tengan un gran impacto en el diagndstico
molecular, pero todavia hay varios factores que limitan su uso en este campo. Estos
factores incluyen la unién inespecifica, la variabilidad del tamafio, la agregaciéon y la

falta de estabilidad (Kurkina et al, 2012; Minelli et al., 2010; Shinde et al., 2012).
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También hay nanomateriales con efecto terapéutico, especialmente polimeros,
que ya estadn comercializados o se encuentran en ensayos clinicos. Ejemplos de estos
farmacos son Copaxone®, un polimero que se utiliza para tratar la esclerosis
muscular; Renagel®, un polimero de unién a fosfato que se utiliza en enfermedad
renal crénica y VivaGel®, un dendrimero de base de lisina que actiia como un viricida

vaginal (Duncan et al., 2011).

El uso de nanomateriales en los implantes pasivos ayudan a aumentar su vida
util. Por ejemplo, las articulaciones artificiales actuales se desgastan y se aflojan
después de unos 15 afios y necesitan ser reemplazados. Se ha demostrado que capas
delgadas de recubrimientos nanocristalinos pueden reducir estos problemas y
ademads, mejorar la biocompatibilidad de los implantes (Amaral et al., 2008). También
nanomateriales con efectos antisépticos podrian reducir las infecciones bacterianas
que son una complicacién comun en los implantes. La nanotecnologia también podria
ser utilizada para crear implantes activos que actien como fuentes de energia, tales

como los microchips implantables que liberan sustancias activas (Arora et al.,, 2012).

La nanotecnologia ofrece oportunidades para crear nuevos materiales
"inteligentes" terapéuticos y crear nuevas herramientas de diagnoéstico o mejorar los

ya existentes.

1.2.1. Aplicaciones oncoldgicas

Entre las diferentes aplicaciones biomédicas, la aplicacién de la nanotecnologia
en oncologia ha llamado la atenciéon de muchos investigadores durante los tltimos 10
afios. Del total de productos presentados o aprobados por la FDA (Figura 1.6), la
mayoria de las aplicaciones se centran en tratamientos contra el cancer (Etheridge et
al,, 2013). El rapido desarrollo de la nanoncologia plantea nuevas posibilidades de
diagnéstico y tratamiento del cancer. También representa una gran promesa para la
medicina personalizada. Uno de los retos mas importantes de la nanomedicina,
especialmente en el area de la oncologia, es el disefio de nanosistemas que
eficientemente llegan a la diana tumoral, limitando el efecto a la actividad antitumoral

y evitando los efectos secundarios no deseados (Jain et al., 2010).
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Figura 1.6. Grdfico del niimero de productos presentados a la FDA y/o
aprobados, clasificado por terapias. (Etheridge et al, 2013).

1.2.1.1. Sistemas dirigidos de liberacion de farmacos

La liberacién de farmacos dirigidos a un tumor requiere en general, de varios
factores indispensables para poder lograr niveles altos y sostenibles de estos
nanosistemas en el torrente sanguineo y asi mejorar la acumulacién de los
nanomateriales en los tumores, lo que conlleva una mejor eficacia antitumoral. Sin
embargo, obtener una vida mas larga de los nanomateriales en sangre aumenta el
riesgo de efectos secundarios o manifestaciones toxicas en 6rganos importantes como
el higado o los rifiones. Este equilibrio entre eficacia y toxicidad es uno de los retos

mas importantes de la nanomedicina.

Se han descrito varias estrategias para dirigir los nanosistemas a tumores
solidos. Esto implica la identificacién de tejidos, células especificas y receptores diana
relacionados con las condiciones clinicas especificas y la eleccion de los
nanomateriales apropiados para lograr las respuestas necesarias y reducir al maximo

los efectos secundarios (Bae et al,, 2011; Morrow et al.,, 2007).

La siguiente tabla (Tabla 1.2) resume algunos de los nanosistemas mas
relevantes aceptados por la FDA para su aplicacién clinica como sistemas de liberacién

de fairmacos para el tratamiento de tumores sélidos.
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Nombre Nombre Y Vot
it comercial Indicacion Resultados y beneficios
. Ningin cambio estadisticamente significativo en la supervivencia
HIV-relacionado . . .
global (23 semanas) vs. tratamiento con doxorubicina, bleomicina o
con sarcomade |2 " . .
Kaposi vincristina (22,3 semanas) para el sarcoma de Kaposi relacionado
p con el VIH (Northfelt et al., 1998).
Liposoma Una mejora en la supervivencia general estadisticamente
ep ilado con e ® Cancer de ovario |significativa (108 semanas, p=0,008) frente al tratamiento con
Emg(orubicina Doxil™y Caelyx™ |1 etastasico topotecan (71,1 semanas) para pacientes sensibles al platino
(Gordon etal,, 2001).
Ningtn cambio estadisticamente significativo en la supervivencia
Cancer de mama |global (84 semanas) vs doxorubicina (88 semanas) para los
metastasico pacientes con cancer de mama que reciben terapia de primera linea
(O’Brien et al,, 2004).
Liposoma HIV-relacionado |Ningtn cambio estadisticamente significativo en la supervivencia
p . D X ® con sarcoma de |global (52,7 semanas) vs tratamiento con doxorubicina, bleomicina o
daunorubicina |P3unoaome . R .
Kaposi vincristina (48,9 semanas) (Gill et al., 1996).
Albumina Cambio estadisticamente significativo en la supervivencia global
enlazada a ® Cancer de mama |(56,4 semanas, p=0,024) vs tratamiento polietilados a base de aceite
aclitaxel Abraxane metastasico de ricino con paclitaxel (46,7 semanas), en pacientes que reciben
P tratamiento de segunda linea (Gradishar et al., 2005).

Tabla 1.2 Nanosistemas aceptados por la FDA.

1.2.1.1.1. Mecanismos de liberacion dirigida

Lallegada de agentes de diagnostico y terapéuticos difiere drasticamente entre
el tejido sano y el tumoral debido a las diferencias que existen en las estructuras de
ambos tejidos. Una caracteristica comun de los tumores so6lidos es que presentan
alteradas la barrera vascular y la intersticial, facilitando la entrada de los farmacos en
el interior del tumor. Este cambio favorece la acumulaciéon pasiva de moléculas,
liposomas o NPs, en los tejidos tumorales. Este fendémeno es conocido como efecto de
permeabilidad y retenciéon aumentada (efecto “EPR”, del inglés Enhanced Permeability
and Retenion effect), permitiendo la penetracién pasiva del fairmaco (farmacoterapia
pasiva). El efecto EPR supone una ventaja en la utilizacién de NPs en el tratamiento de
tumores so6lidos, ya que permite la entrada de estas particulas en el interior del tumor.
Sin embargo, se ha de mejorar la distribucién homogénea de las NPs en todas las

regiones del tumor en cantidades suficientes.

Para una eficacia 6ptima, un agente terapéutico debe llegar a los tumores en
cantidades lo suficientemente grandes como para matar las células cancerosas, pero al
mismo tiempo no debe tener efectos adversos en los tejidos sanos. Una de las mayores
ventajas de los nanomateriales es el pequefio tamafio de las particulas, que facilita el

transporte hasta las células tumorales de manera mas eficiente que el transporte de
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moléculas grandes. Sin embargo, las moléculas pequefias tales como agentes
quimioterapéuticos, generalmente suelen causar efectos adversos en la mayoria de los

tejidos sanos (Bae et al., 2011; Li, Wang et al,, 2012).

Para combatir estos efectos secundarios no deseados, uno de los campos mas
explorados en la nanomedicina son NPs con ligandos direccionantes (por ejemplo,
anticuerpos monoclonales o receptores especificos del tumor) en su superficie, que
reconocen y se unen especificamente a la vascularizaciéon del tumor o a las células

cancerosas (Azzopardi et al., 2013).

La Figura 1.7 muestra la representacién esquematica de los diferentes
mecanismos de liberaciéon de farmacos en los tumores. Los nanomateriales
representados con esferas muestran la liberacién pasiva que se consigue por la
permeabilidad de la vasculatura del tumor y el drenaje linfatico (efecto EPR). La
liberaciéon celular activa (insercién) se logra mediante la funcionalizacién de la
superficie de las NPs con ligandos que promueven el reconocimiento especifico de las
células diana. La liberacién del contenido puede llevarse a cabo por la estrecha
proximidad a las células diana, por la unién a la membrana de la célula y actuar como
un depdsito de farmaco de liberacién sostenida extracelular o por la internalizacién

dentro de la célula (Peer et al., 2007).

Figura 1.7. Representacion esquemdtica de los mecanismos de liberacién de
farmacos dirigidos al tumor. (Peer et al.,, 2007).
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1.2.1.1.2. Influencia de la NP en la liberacion dirigida

El tamafio de las particulas terapéuticas afecta directamente a su tiempo de
circulacién en el torrente sanguineo. Siempre y cuando el agente terapéutico no sea
téxico para los tejidos sanos, es una ventaja prolongar su vida media en sangre. Un
aspecto interesante a considerar es que el didmetro hidrodindmico esta inversamente
relacionado con la depuracién renal. Las particulas con un didmetro hidrodindmico
menor de 10 nm se eliminan rapidamente por los rifiones (vida media en sangre < 600
min), mientras que el aumento en el didmetro de particula puede aumentar
significativamente la vida media de estos agentes en el torrente sanguineo y en el

cuerpo (Lietal., 2012; Morigi et al,, 2012).

No sélo el tamafio, también la carga de la superficie y la forma de la NP juega

un papel crucial en la extravasacién y el transporte intersticial.

Se ha demostrado que la carga superficial catiénica de las NPs las dirige
preferentemente a las células endoteliales tumorales ademds de presentar una
permeabilidad vascular mayor en comparacién con sus homologos aniénicos. Sin
embargo, las NPs neutras difunden mas rapido y se distribuyen mas homogéneamente
en el interior del espacio del tumor intersticial que las particulas catiénicas y

anio6nicas (Li et al.,, 2012).

La forma de la NP influye mucho en la farmacocinética y biodistribucién. Por
ejemplo, las micelas filamentosas tienen tiempos de circulaciéon en sangre alrededor
de 10 veces superior que sus homologas esféricas (Geng et al., 2007), mientras que los
nanotubos filamentosos con didmetros muy pequefios (< 2 nm) tienen una depuracién
renal rapida y los tiempos de circulacién son inferiores a 3h (Singh et al., 2006). Para
particulas esféricas, la internalizacién es mds rapida si las particulas son mas
pequefias y podrian seguir un mecanismo diferente que para las particulas mas
grandes. Por ejemplo, las AuNPs y AgNPs de tamafios de 40-50 nm son capaces de
unirse mas eficazmente e inducir procesos de endocitosis mediada por receptor en
comparacion con el resto de tamafios estudiados de 2 a 100 nm (Jiang et al., 2008).
Para particulas no esféricas, se ha demostrado que la geometria local de la particula en
el punto de contacto con la célula determina si va a ser internalizado o no (Champion

etal.,, 2006).
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Ademas de los rifiones, la interaccién entre las NPs y el sistema
reticuloendotelial (SRE) en el higado y en el bazo tiene un papel importante en la
eliminacion de las NPs. La eliminacién desde el SRE depende no sé6lo del tamafo de las
particulas sino también de la modificacion de la superficie y puede variar

significativamente entre los diferentes tipos de NPs.

Teniendo en cuenta el SER, para lograr tiempos de circulaciéon en sangre mas
elevados la forma mas comun es modificar la NP con polietilenglicol (PEG). Las NPs
estdn estéricamente estabilizadas por la fijacién de PEG a la superficie (pegilacion);
esta estabilizacién estérica impide la opsonizaciéon por proteinas del suero y la

fagocitosis por macroéfagos (Morigi et al., 2012).

En resumen, el reto es liberar la NP de forma uniforme en el tumor y sus
metdastasis. Dada la naturaleza altamente heterogénea y en constante evolucién del
microambiente del tumor, el disefio éptimo del nanosistema es probable que sea
especifico para cada enfermedad. Esta es una ardua tarea, especialmente teniendo en

cuenta la diferencia de un tumor a otro y de un tinico tumor primario a su metastasis.

1.2.1.1.3. Transporte de firmacos

El transportador del fArmaco debe focalizarse en la célula tumoral y proteger
el sistema para liberar de forma controlada el fiarmaco en la célula diana. El
transportador puede llevar el fArmaco con un enlace covalente o no covalente (Doane

etal, 2012).

En la Tabla 1.3 se describen los diferentes mecanismos de liberaciéon del

farmaco del sistema.
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MECANISMOS DE LIBERACION DEL FARMACO
Enl valent valen
pH:
- Protonacion del farmaco
Térmico:
- Rotura de enlace directo
Biomoléculas:
- Interaccién del ligando
- Liberacién enzimatica

- Modulacién Redox

Enlace covalente Enlace no covalente
Luz: Hidrofobicidad:
- Ligando fotosensible - Fuerzas hidrofobas /hidréfilas

Tabla 1.3 Mecanismos de liberacién del farmaco diferenciados en enlace
covalente o no covalentes entre el farmaco y el portador.

Uno de estos mecanismos de liberacién de farmacos es producido por el
cambio de pH que existe entre el fluido extracelular (pH 7,4) y el pH de los endosomas
(= 5,5 - 6,5) y lisosomas (= 3,0 - 5,5) (Hoffman et al., 2002); ademas se conoce que el

pH en el tejido tumoral es menor que en los tejidos sanos.

Los cambios térmicos pueden provocar la difusién del fairmaco o la rotura de la
capsula que contiene el fairmaco. Ademas, las NPs metalicas y magnéticas aportan
otras ventajas en los sistemas de liberacién ya que cambian sus propiedades fisico-

quimicas al absorber calor.

Las propiedades 6pticas de algunos nanomateriales como por ejemplo los QDs

o las AuNPs modifican el enlace entre el fArmaco y el transportador.

Finalmente, el uso de fuerzas hidr6fobas e hidréfilas se aplican en enlaces no
covalentes. Los liposomas son un ejemplo en el que se utiliza este mecanismo y
también, en NPs donde hay una cobertura de moléculas en la superficie creando una

cobertura hidréfila o hidréfoba.

1.2.1.1.4. Tipos de NPs

A continuacion se describen los diferentes nanomateriales con caracteristicas

de portador de farmacos:
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Liposomas

Los liposomas son nanovesiculas con forma esférica, compuestas de una
bicapa lipidica, normalmente fosfolipidos. La cavidad interna es adecuada para el
transporte de pequefias moléculas, convirtiéndolos en candidatos prometedores como

sistemas de administracion de farmacos.

La tecnologia de los liposomas fue descubierta hace cuatro décadas y ya se
pueden encontrar diversos productos en el mercado. Ademads, hay varios estudios
preclinicos y clinicos con liposomas en proceso y muchos productos liposomales que
se espera que lleguen al mercado en los préximos afios. Algunos de los productos que
han sido comercializados con éxito son:

* Abelcet® (anfotericina B complejo lipidico) para las infecciones por hongos.
* DepoDur® (liposomas de sulfato de morfina) como analgésico.
* Definity® (microesferas de perflutreno) como agente de contraste de

ultrasonido.

Concretamente en el campo de la oncologia los liposomas aprobados son:

* Doxil® (doxorrubicina HCl liposomas) para el cancer de ovario y el mieloma
maultiple.

* DepoCyt® (citarabina liposomal) para el cancer de mama.

* Daunoxome® (liposomas citrato daunorubicina) para Sarcoma de Kaposi

avanzado producido por la infecciéon de VIH.

Los liposomas se han aplicado en muchos campos de la medicina y una de sus
ventajas es su biodegradabilidad. Sin embargo, existen algunos problemas que limitan
la produccién y el desarrollo de los liposomas, como son la estabilidad, la baja
reproducibilidad entre lotes, las dificultades para la esterilizacién y los bajos niveles
de carga de farmaco. Ademds, su tamafo es relativamente grande ya que

generalmente son mayores de 100 nm de didmetro.

NPs poliméricas

Diferentes polimeros biodegradables tales como polilactidas (PLA),
poliglicélidos (PGA) y polilactida-poliglic6lidos (PLGA) se han utilizado ampliamente
para sintetizar NPs poliméricas. El polimero debe ser quimicamente inerte, no téxico y

libre de impurezas lixiviables con el fin de ser utilizados en aplicaciones médicas. Los
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polimeros han sido disefiados estratégicamente para aplicaciones médicas y han
logrado la liberacién controlada de firmacos y la degradacién del polimero en el
cuerpo después de la entrega. Las estructuras mas comunes para este tipo de sistemas

son nanocapsulas, nanoesferas y dendrimeros.

Las NPs poliméricas se han utilizado mayoritariamente como sistemas de
administracién debido a su capacidad de mantener la estabilidad de los farmacos y
también por la posibilidad de llegar directamente a la célula diana. Por lo general, el
farmaco se disuelve quedando atrapado, encapsulado o unido a la NP, dependiendo
del método de preparacion. Las nanocapsulas son vehiculos disefiados para tener el
farmaco en la cavidad interior y el polimero rodeando al farmaco. Por el contrario, en
las nanoesferas el fArmaco esta dispuesto entre las moléculas poliméricas a lo largo de

la particula.

Ejemplos aprobados de NPs poliméricas son :

* Neulasta® (PEG-G-CSF) fue aprobado para la neutropenia asociada a la terapia
contra el cancer.

* Pegintron® y Pegasys® (peginterferdn alfa-2b y 2a) se han aprobado para la
hepatitis.

*  Welchol® (clorhidrato de colesevelam) es un hipolipemiante y agente

reductor de la glucosa, aprobado para reducir el colesterol y la diabetes tipo 2.

Las NPs poliméricas aprobadas concretamente para el tratamiento del cancer
son:

* Abraxane® (particulas de paclitaxel ligadas a la proteina albumina), la
primera NP polimérica aprobada (2005). Este producto estd indicado para
muchos tipos de cancer, incluyendo el cAncer de mama
(www.nanopharmaceuticals.org / Polymeric_nanoparticles.html)

* Oncaspar® (PEG-L-asparaginasa), como tratamiento para la leucemia

linfocitica aguda.

Los dendrimeros se utilizan principalmente para la administraciéon de
farmacos y para el diagnéstico por imagen. La superficie de los dendrimeros es

susceptible de modificaciones y puede ser adaptada en funciéon de la aplicacién
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especifica. Sin embargo, bajo algunas condiciones fisicoquimicas los dendrimeros
pueden causar toxicidad debido a su capacidad para romper las membranas celulares
con su superficie cargada positivamente (Moghimi et al., 2005). Actualmente existe un
medicamento basado en dendrimeros en fase 3 de ensayo clinico: VivaGel® que actia
como un microbicida vaginal disefiado para prevenir la transmisién de infecciones de
transmision sexual, incluido el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y el herpes

genital (Starpharma, Mel-Bourne, Australia) (Bawarski., 2008).

Puntos cuanticos

Los puntos cudnticos (QDs) son estructuras semiconductoras con propiedades
Opticas y electronicas Unicas relacionadas con el tamafio y la forma del cristal
individual. La sintesis de QDs puede llevarse a cabo a través de la sintesis coloidal o
electroquimica. Los QDs mas comunes son seleniuro de cadmio (CdSe), telururo de
cadmio (CdTe), fosfuro de indio (InP) y arseniuro de indio (InAs). El tamafo de los

cristales y sus propiedades conductoras se pueden controlar durante la sintesis.

La principal aplicacién de los QDs es la bioimagen. Estas particulas actiian
como agentes de contraste y de esta manera pueden mostrar una mayor resoluciéon
que los marcadores fluorescentes utilizados en la actualidad para el diagndstico. Las
particulas pueden absorber la luz blanca y volver a emitirla en nanosegundos. La
energia emitida (longitud de onda entre 400 y 1350 nm) depende del tamafio de
particula. Los QDs se pueden modificar a través de la conjugacion de las diversas
moléculas y podrian aplicarse también como sistemas de liberaciéon de farmacos,
aunque algunos de ellos pueden tener efectos citotéxicos. Es conocido que el CdSe
libera iones de cadmio después de la exposicién a largo plazo a la luz ultravioleta, y las
particulas de CdTe producen especies reactivas de oxigeno cuando pierden su capa
protectora después de un tiempo de circulacién prolongado. La investigaciéon con QDs
se centra principalmente en la creacién de recubrimientos biocompatibles y estables

(Bawarski et al., 2008).

NPs inorganicas

Las NPs inorganicas tienen un enorme potencial debido a sus especiales
propiedades fisicas y Opticas convirtiéndolas en objeto de estudio en diversas
investigaciones para nuevas aplicaciones médicas. Las NPs inorgdnicas son

sintetizadas principalmente a base de metal. Estos materiales se estudiaron
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inicialmente para la formacién de imagenes por resonancia magnética y de alta
resolucién de superconductores de interferencia cudntica, pero las particulas
inorgdnicas ademas mostraron una gran utilidad en diagnéstico y terapia. En el
diagnéstico, se han conseguido una nueva generacién de biosensores (Minelli et al.,
2010) y un aumento en la sensibilidad de las imagenes de contraste (Peer et al., 2007).
NPs tales como los 6xidos de hierro, oro y plata son las mas utilizadas. En terapia, las
NPs metdlicas estan siendo probadas como vehiculos de fArmacos en varias patologias.
En particular, la modificacién superficial de materiales metdlicos con polimeros
biocompatibles y moléculas naturales ofrece sistemas multifuncionales. Sin embargo,

por el momento, s6lo unos pocos han llegado a ensayos clinicos en humanos.

Los nanoshells son nanoesferas con un ntcleo dieléctrico (generalmente de
silice), cubierto con una carcasa metdlica ultra fina. Expresan caracteristicas de
resonancia 6ptica que se pueden ajustar para absorber en cualquier parte del espectro
electromagnético. Estas propiedades épticas y la superficie modificable las hace
buenas candidatas para diversas aplicaciones biomédicas, tales como la
administracién de farmacos, la terapia del cancer por ablaciéon fototérmica y el

diagndstico por imagen.

Las AgNPs se han utilizado durante mucho tiempo en aplicaciones tales como
la catdlisis y la electrénica. Sin embargo, en los dltimos afios, los diferentes mercados
han aprovechado los efectos bactericidas de este material. Esta propiedad ha sido
utilizada con éxito por la industria textil, para el tratamiento de aguas o para
contenedores de alimentos. Sin embargo, este tipo de NPs muestran toxicidad en
determinadas concentraciones debido a la liberacién de iones de plata de las
particulas; lo que ha provocando que los organismos reguladores incrementen la
vigilancia en el uso de este nanomaterial. Es por eso que se estan realizando un gran
nimero de estudios con el fin de garantizar la seguridad de estos sistemas en sus

futuras aplicaciones médicas (Duncan et al., 2011).

Las AulNPs se estan estudiando ampliamente en el campo de la medicina
debido a su biocompatibilidad, a su quimica de recubrimiento versatil y también a sus
propiedades opticas. Dado que la gama de AuNPs y sus aplicaciones continta
aumentando, existe una preocupacion creciente acerca de la seguridad humana, lo que

hace que sea necesario comprender mejor los posibles riesgos de toxicidad de estas
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NPs. Sin embargo, en la actualidad, uno de los principales problemas es la discrepancia
con las condiciones experimentales en las que se evaliian los efectos de toxicidad y
biodistribucién (Khlebtsov et al., 2011). Por esta razén, los organismos reguladores
estan trabajando duro con el fin de armonizar los protocolos para estudiar esta clase
de NP. Particulas de oro pegiladas covalentemente y unidas a rh'TNFa (CYT-6091) se

encuentran en ensayos clinicos como un agente contra el cancer (Paciotti et al., 2004).

Nanotubos de carbono

Los nanotubos de carbono se componen de ldminas de grafito enrolladas.
Dependiendo del grado de enrollamiento y la forma de la ldmina original, el resultado
puede ser nanotubos de diferentes didametros y geometrias internas, produciendo
diferentes propiedades electroquimicas, térmicas y espectroscopicas. Por este motivo,
los nanotubos de carbono suponen una amplia plataforma para aplicaciones

bioldgicas, tales como vehiculos de fairmacos y agentes de imagen.

Para aplicaciones biolégicas, la superficie de los nanotubos de carbono a
menudo se modifica por adsorcién no covalente (PEG-lipidos) o por funcionalizacién
covalente (carboxilacién) para permitir la entrega intracelular de los farmacos.
Aunque, hay muchos estudios relacionados con los nanotubos (Shi et al.,, 2007) la
toxicidad es todavia un tema de controversia, en parte debido a la forma fisica de los
nanotubos, similares a las fibras de amianto carcinégenas. Algunos estudios sugieren
que los nanotubos pueden cruzar barreras de membrana e inducir efectos
perjudiciales tales como reacciones inflamatorias y fibréticas (Porter et al.,, 2007).
Aunque los nanotubos tienen un gran potencial, hay pocos productos en el mercado.
Nanomix® (Emeryville CA, EE.UU.) desarrolla sensores basados en nanotubos de
carbono para el seguimiento de las funciones respiratorias y ya ha iniciado los ensayos

clinicos.

Oxidos de hierro

Las dos formas principales de cristales de 6xido de hierro
superparamagnéticas (SPIONs) son magnetita (Fe304) y su forma oxidada magemita
(v - Fe203). Sus propiedades superparamagnéticas se aplican en sensores e imagenes
por resonancia magnética (IRM) para el diagnoéstico y la terapia médica. Mientras el
cobalto (Co) y el niquel (Ni) son también materiales altamente magnéticos, pueden ser

téxicos y facilmente oxidados. Algunas aplicaciones de SPIONs necesitan
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recubrimiento con &cidos grasos de cadena larga, alquil-aminas sustituidas y dioles
para superar la toxicidad. Se necesitan recubrimientos optimizados para cada

aplicacién especifica.

Algunos SPIONs que se encuentran actualmente en el mercado son Feridex®
(Bayer HealthCare Pharmaceuticals) con recubrimiento de dextrano para obtener
imagenes del higado y Gastromark® (AMAG farmacéuticos) con recubrimiento de

silicona utilizado para imagenes gastrointestinales.

Aunque los SPIONs se utilizan de forma segura para la formacién de imagenes
clinicas IRM, es importante considerar cuidadosamente la dosis y la toxicidad
potencial en cada aplicacion clinica. Se ha documentado que el hierro induce la
formaciéon de radicales libres, pero la toxicidad depende mdas a menudo del

revestimiento de los SPIONs .

La nanotecnologia ofrece una amplia plataforma de diferentes materiales para
el disefio de particulas de tultima generacién para diversas aplicaciones. Sélo el futuro
dira si todos los posibles tipos de NPs serdn realmente utiles mejorando los productos
actuales. Los avances en la tecnologia permiten a los investigadores seguir mejorando

en este campo mostrando datos prometedores.
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1.3. Nanoparticulas de oro

El oro como material fue descubierto en Bulgaria hace cinco mil afios. Sin
embargo, el oro coloidal se cree que aparecié por primera vez en la antigiiedad, en
China y Egipto, con fines terapéuticos y decorativos. Un ejemplo famoso es la copa de

Licurgo, del siglo 1V, visible en el Museo Britanico de Londres (Figura 1.8).

Figura 1.8. Imagen de la Copa de Licurgo. Museo Britdnico de Londres.

El oro no es un elemento esencial para ninglin ser vivo, sin embargo, en la
antigiiedad se crefa que comer los alimentos en platos de oro podria retardar el
envejecimiento y prolongar el tiempo de vida de las personas. También durante la
gran peste negra en Europa existia la creencia de que ingerir oro en forma de polvo

fino podria curar a los enfermos.

El oro se ha utilizado mayoritariamente en la joyeria y electrénica. Es un metal
de transicion, brillante y su color en estado s6lido masivo es el amarillo; sin embargo,
cuando estd en dimensiones nano, su color cambia a un morado oscuro como
resultado de la interaccién de los electrones de la banda de conduccién con el campo
eléctrico de la luz incidente. Es caracteristica su ductilidad y maleabilidad, es un
material blando y por eso se endurece al alearlo con otros metales. Tiene una alta
resistencia a la alteracién quimica por parte del calor, la humedad y la mayoria de los

agentes COrrosivos.

En 1857, Faraday reportd el primer articulo cientifico sobre las AuNPs,
atribuyendo el color rojo a la naturaleza coloidal de las AuNPs sintetizadas con cloruro

de oro y citrato de sodio (Faraday et al., 1857). En 1908 Mie desarrollé una teoria para
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estudiar la absorcion visible de las AuNPs esféricas y homogéneas, utilizando las
ecuaciones de Maxwell (Mie et al., 1908). El interés por las AuNPs se encuentra en las
nuevas propiedades fisico-quimicas encontradas en el oro debido a su cambio de
tamafio, cambios en los niveles electrénicos y el incremento de los dtomos de
superficie respecto a su volumen. Desde los primeros estudios, se ha avanzado mucho
en Optica, catdlisis, ciencia de materiales, biologia y medicina. Esto ha permitido que se
desarrollaran técnicas y productos como los biosensores (Minelli et al, 2010),
herramientas para el diagnéstico de enfermedades (Alivisatos et al, 1996),
herramientas para el diagnéstico por imagen (Minelli et al.,, 2010) y mejoras en los

procesos de catdlisis (Haruta et al., 1987).

1.3.1. Sintesis de las AuNPs

El factor clave en la sintesis de AuNPs es conseguir un tamafio controlado y
monodisperso. En los ultimos 40 afios se ha trabajado mucho en esta sintesis para
obtener diferentes tamafios a partir de la reduccién del oro en presencia de un agente

estabilizante que impida la aglomeracién de las particulas.

Los métodos basicos para la preparacién de AuNPs implican métodos fisicos,

quimicos y biolégicos.

Los métodos fisicos son:

Irradiacion por microondas

Una aplicacién es la utilizaciéon de los campos eléctricos de alta frecuencia
para calentar cualquier recubrimiento de cuerpos cerdmicos con NPs metdlicas (Tuval

etal.,, 2007).

Método sonoquimico

Se emplea la radiacién ultrasénica. La sal de oro reacciona con agentes de
proteccién terminal, tales como tioles, citratos, alcohol polivinilico (PVA) o
polivinilpirrolidona (PVP) y reductores como el citrato de sodio, acido ascérbico y
perborato de sodio. Se ha utilizado el método sonoquimico para preparar AuNPs

recubiertas con un tiol funcionalizado en liquido iénico (TFIL, Thiol-funcionalized ionic

54



INTRODUCCION

liquid) usando peréxido de hidrégeno como catalizador radicalario en la reaccién de

reduccioén (Jin et al,, 2007).

Ablacidén por laser

Es un proceso de eliminacién de material de una superficie soélida
(ocasionalmente puede ser liquida), mediante la irradiacién de un rayo laser. La
ablacién con laser en forma liquida es una técnica simple que utiliza laser de alta
potencia y laser de alta frecuencia de repeticién en picosegundo o femtosegundo (fs).
La energia térmica se degenera en el liquido y hace romper el material. La técnica
produce NPs con superficie cargadas de una capa de moléculas dipolares (por ejemplo,
agua) formadas alrededor, evitando la aglomeracién. Kabashin (Kabashin et al., 2003)
ha utilizado la técnica de laser de fs para la ablacién de oro en agua y soluciones

acuosas de R-ciclodextrin para producir AuNPs coloidales sin impurezas quimicas.

Irradiacion ultravioleta

Abyaneh y su equipo prepararon compuestos de oro-polimetilmetacrilato
(PMMA) mediante el método de fotorreduccién utilizando irradiacién UV. Se formaron
AuNPs triangulares en el medio polimérico a una concentracién especifica de la sal y a

exposicion al UV de oro (Abyaneh et al., 2007).

Método termolitico

Método basado en la descomposicién térmica de precursores de determinados
metales disueltos en un medio polimérico especifico y a una temperatura
determinada. El método implica la mezcla de un polimero con un precursor
termolitico para facilitar una dispersibn homogénea por calentamiento
proporcionando un polimero fundido y una fision termolitica del precursor,

generando las particulas en el polimero fundido (Nakamoto et al., 2002).

Métodos fotoquimicos

Implican el uso de la luz ambiente para descomponer varios compuestos que
producen tioles y al producirse las NPs metalicas ya quedan conjugadas. Este enfoque
permite la sintesis de una sola fase de NPs metalicas uniformes. También reduce el
coste, ya que minimiza el uso de productos quimicos y disolventes (Warren et al,,

2007).
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Los métodos quimicos son:

Método clasico Turkevich-Frens

El método clasico de sintesis de AuNPs por reduccién de oro (III) con citrato
de sodio en agua fue introducido en 1951 por Turkevich (Turkevich et al., 1951), que
se ha considerado durante mucho tiempo un ejemplo del clasico proceso de
nucleacién de Lamer (LaMer et al., 1950), basado en la combinacién de una nucleacién
repentina, de un crecimiento lento de particulas primarias que maduran para formar
particulas monodispersas. En 1973, Frens publicé como obtener AuNPs de tamafio
controlado entre 16 y 147 nm de didmetro a través de una sintesis controlada por la
relacion entre los agentes reductores y estabilizantes (citrato trisédico) y la sal de
oro(IIl) (Frens et al., 1973). La estrategia de sintesis consiste en la inyeccién rapida de
reactivos en un disolvente caliente en presencia de moléculas reductoras. Se produce
rapidamente una descomposicién y una nucleacién homogénea sobre la inyeccién. El
tiempo de vida de cada uno de los 4&tomos o de las especies intermedias en la solucién
es corto y muchos grupos pequeiios de metal (ndcleos) se forman simultdneamente.
Sin embargo trabajos como el de Chow ha mostrado que este periodo inicial de
nucleacién no produce particulas "semilla” si no que da lugar a la formacién de
agregados grandes que posteriormente se convierten en particulas monodispersas
mucho mas pequefias (Chow et al., 1994). Actualmente, se estd avanzando mucho en la
modificaciéon de la superficie de estas moléculas, substituyendo el citrato por otros
ligandos, y asi aumentar las posibles aplicaciones de éstas (por ejemplo, ADN tiolado)

(Daniel et al., 2004; Katz et al., 2004).

Método Brust-Schiffrin

El método de Brust-Schiffrin (Brust et al., 1994) fue desarrollado a principios
de los 90 y se caracteriza por sintetizar AuNPs en liquidos organicos (como el
tolueno). El 4cido clorodurico (Au*3) se transfiere a la fase tolueno a partir de una fase
acuosa usando un catalizador de transferencia de fase, como el bromuro de
tetraoctilamonio (TOAB). A continuacién se separan las dos fases y la adicién de una
cantidad deseada de dodecanotiol a la fase organica separada reduce el Au+3 a Au+l.
Otra solucién acuosa que contiene borohidruro de sodio, principal agente reductor, se
pone en contacto con la fase organica. La formacién de particulas se observa por el
cambio de color de la fase orgdnica. Para evitar la agregacion se puede afiadir un

agente de unidn fuerte, como un tiol (en particular, alcanotioles) (Rama et al., 2013).

56



INTRODUCCION

Otros

Otros métodos quimicos de sintesis de NPs esféricas utilizan los métodos
basicos; siempre consta de una sal de oro, un agente reductor y un estabilizante que
puede ser diferente del reductor. Los ligandos estabilizantes y funcionales son
ligandos que contienen aminas, tioles para repulsiones estéricas y sales para la

estabilidad por repulsiéon electroestatica.

Los métodos biolégicos son:

Uso de micoorganismos (hongos, bacterias)

La biotransformacién de oro incluye la reduccién de Au*3 a Au® (oro metalico).
Se considera que los microorganismos juegan un papel importante en los procesos
que conducen a la formacién de minerales de oro y AuNPs en la naturaleza (Hough et
al, 2011). La formacion de AuNPs se ha sintetizado en una variedad de
microorganismos que incluyen bacterias y hongos (Deplanche et al., 2012; Philip et al,,
2009). El trabajo de Philip consiste en la utilizaciéon de un extracto de Volvariella

volvacea, un hongo comestible de origen natural, como reductor y protector a la vez.

Uso de extracto de plantas o enzimas

La biosintesis con extractos de plantas como el extracto de Zingiber officinale
actda como un agente reductor y estabilizador de la sal de oro para la sintesis de

AuNPs (Kumar et al., 2011).

Uso de DNA, virus y diatomeas

Un ejemplo de sintesis de AuNPs utilizando virus es el descrito por Slocik que
utiliza la quimica de superficie Uinica y topolégica de la capside con el precursor
metdlico. La sintesis se llevé a cabo mediante dos vias; una de las via tuvo lugar por la
reduccién del AuCly mediante residuos de tirosina que se encuentran en la superficie
de la capside viral; y la segunda via fue por la reduccién del virus cargado con Autly

borohidruro (Slocik et al., 2005).
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1.3.2. Aplicaciones de las AuNPs como liberacion de farmacos
antitumorales

La principal caracteristica de un sistema de liberacién de fairmacos es dirigir y
concentrar el farmaco en el tejido de interés y minimizar la concentracion en el resto.
La consecuencia es la localizaciéon de los farmacos en el tumor disminuyendo los
efectos secundarios. Ademas, se consigue reducir la dosis de fairmaco, ya que se puede
modular la farmacocinética y la biodistribucién, mejorando en definitiva el indice

terapéutico en el paciente (Allen et al., 2004; Farokhzad et al.,, 2009).

Las AuNPs son uno de los nanomateriales mas eficaces en las terapias basadas
en liberacién de firmacos antitumorales (Cobley et al., 2011). La liberaciéon puede
darse por diferentes estimulos como cambios en las concentraciones idnicas, que dan
respuestas inmediatas a la liberacion de la carga del nanosistema en las células o

tejido diana (Dreaden, Alkilany et al., 2012; Dreaden et al., 2011).

La unién de los agentes estabilizadores o principios activos se realiza en la
superficie de las AuNPs, que tienen la capacidad de participar en enlaces covalentes y
no covalentes en la unién. Estos agentes incluyen una gran variedad de biomoléculas
como ADN, anticuerpos, péptidos, polimeros que son liberados en el tumor (Figura

1.9) (Ghosh et al., 2008) mediante los mecanismos descritos en la Tabla 1.3.
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Figura 1.9. Representacion esquemdtica de las AuNPs en la liberaciéon de
farmacos. (Ghosh et al., 2008).
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La unién no covalente ofrece un modo relativamente facil de conjugar, pero el
acoplamiento de ligandos a la superficie de las AuNPs a través de un enlace covalente
o dativo aumenta la estabilidad del conjugado, necesaria cuando las particulas se
introducen en entornos con alta fuerza i6nica, como el torrente sanguineo, ya que
podrian causar efectos adversos, como la agregacion e insolubilidad.
Tradicionalmente, la unién covalente se consigue a través de un tiol libre, una amina o
un carboxilato, que permite la facil conjugacién a una variedad de biomoléculas y
biopolimeros. Los enlaces de Au-S son bastante robustos (~40 kcal mol-1 (Ulman et al.,
1996)), aproximadamente la mitad de la fuerza de un enlace tipico C-C o C-H; sin
embargo, los enlaces Au-N (~8 kcal mol-1(Tarazona-Vasquez et al., 2004)) y Au-COO-
(~2 kcal mol-! (Tarazona-Vasquez et al., 2004)) tienen energias de disociacién mucho

mas débiles y se desplazan mas facilmente.

Algunos ejemplos de enlaces no covalentes estables han sido el de McIntosh
(McIntosh et al.,, 2001), que estabilizé las AuNPs con una monocapa de un agente
catidnico (11-trimethylammoniumundecanethiol), y adjunté no covalentemente el
esqueleto de fosfato cargado negativamente del ADN a la superficie de la NP (Figura
1.10). Otro estudio también demostré que sistemas aniénicos, como son las AuNPs
estabilizadas con citrato, podian acoplarse al anticuerpo del antigeno especifico de
prostata (PSA, Prostate Specific Antigen) a través de interacciones electrostaticas (Liu

etal.,, 2008).
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Figura 1.10. Representacion esquemadtica de la sintesis del sistema descrito
por Mcintosh et al. para enlace no covalente con ADN. (Mcintosh et al., 2001).

Sin embargo, y como anteriormente hemos mencionado, los enlaces covalentes
estabilizan mejor el nanosistema. Existen varios ejemplos en los que un complejo
platinado (platino (IV)) unido a NP enlazados covalentemente se han utilizado como

vehiculo de administracion para la liberacién intracelular de iones de platino (II). Un
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ejemplo, son las AuNPs funcionalizadas con oligonucleétidos que terminalmente
tienen una amina y donde el carboxilo del compuesto platinado se sintetiza mediante
una sintesis quimica estandar de carbodiimida con EDC y NHS para finalmente
conjugarlo a la amina que recubre la AuNP. Se disei6 para una posterior pérdida de
los ligandos axiales al cambio de pH intracelular y obtener el cisplatino libre (Figura
1.11). La citotoxicidad aument6 en varias lineas celulares superando al del cisplatino

libre (Dhar et al., 2009).
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Figura 1.11. Representacion esquemadtica de la sintesis del sistema descrito
por Dhar et al. con el cisplatino. (Dhar et al., 2009).

Otro sistema que utiliza el Pt como base de su firmaco es el descrito por
Brown. En este estudio se conjug6 el oxaliplatino a una AuNP. La AuNP se funcionalizé
primero con un polietilenglicol tiolado (PEG) dejando el grupo carboxilato terminal
libre para conjugar el oxaliplatino (Figura 1.12). El sistema fue analizado en diversas
lineas celulares tumorales y se observé una significativa mejora en la citotoxicidad del
nanosistema comparandolo con el oxaliplatino solo, ademads de una capacidad inusual

para penetrar en el ndcleo de las células de cancer de pulmén (Brown et al., 2010).
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Figura 1.12. Representacion esquemdtica del nanosistema descrito por
Brown et al. con oxaliplatino. (Brown et al, 2010).
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Se han utilizado otro tipo de moléculas para la conjugacién con AuNPs y
formar un sistema de liberacién. El paclitaxel, por ejemplo, fue conjugado a las AuNPs
mediante una modificacién de la molécula. Un enlazador con funcién terminal de
carboxilo libre (hexaetilenglicol) se conjuga mediante la esterificacién basada en
carbodiimida a la posicién C-7 del paclitaxel que a su vez se conjugé directamente a 4-

mercaptofenol unido a las AuNPs (Figura 1.13) (Gibson et al., 2007).
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Figura 1.13. Representacion esquemadtica de la sintesis del sistema descrito
por Gibson et al. con paclitaxel. (Gibson et al., 2007).

Otro ejemplo interesante de farmaco antitumoral es el descrito por Agasti,
utilizando 5-fluorouracilo conjugado a las AuNPs a través de un enlace fotosensible de
o-nitrobencilo. Estas particulas fueron sintetizadas con un pentanotiol que contiene 5-
fluorouracilo y un ién zwitterién para aumentar la solubilidad (Figura 1.14). La
irradiaciéon con luz UV a 365 nm resulté idénea para la liberacién controlable del
farmaco, que ejerce su efecto citotéxico sélo cuando se libera de la superficie de la
particula. La falta de toxicidad de los conjugados antes del lanzamiento fotoinducido
del ligando podria ser muy beneficioso para el tratamiento especifico del cancer in

vivo, en cooperacion con el efecto EPR (Agasti et al., 2009).
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Figura 1.14. Representacion esquemadtica de la sintesis del sistema descrito
por Agasti et al. con 5-fluorouracilo. (Agasti et al., 2009).
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La doxorubicina también es un farmaco utilizado con AuNPs. El nanosistema
descrito por Prabaharan, es un sistema Au-P(LA-DOX)-b-PEG-OH/FA que consta de un
nucleo de AuNP, una capa hidrofébica (L-aspartato-doxorrubicina, P( LA- DOX)), y una
capa hidrofilica (PEG-OH/FA). El conjugado DOX fue liberado mas rapidamente a pH
5,3y 6,6 que a pH 7,4, lo que supone una buena caracteristica para la administracion

de farmacos en el tumor diana (Prabaharan et al., 2009).
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Figura 1.15. Representacion esquemdtica del sistema descrito por
Prabaharan et al. con doxorubicina. (Prabaharan et al,, 2009).

1.3.3. Toxicidad de AuNPs

Los compuestos basados en oro se han utilizado en clinica como agentes anti-
inflamatorios para tratar la artritis reumatoide (Auranofin® y Tauredon®)
(Finkelstein et al., 1976). Ademads, microparticulas de oro radiactivas se han utilizado
en el tratamiento local del cdncer (Metz et al., 1982). El inconveniente con las NPs es
que su gran relacién superficie/volumen y la gran variedad de modificaciones que se
pueden realizar en ella, pueden afectar a la reactividad quimica de la NP y esto a su vez

generar mayores efectos toxicolégicos que el material sin estar en tamafio nano.

Numerosos estudios de toxicidad han sido publicados, pero varian en gran
medida en el disefio del experimental y la metodologia (Lewinski et al., 2008). The ILSI
Research Foundation/Risk Science Institute Nanomaterial Toxicity Screening working
group establecié a partir del 2005 que la deteccién de toxicidad en NPs debe consistir
en tres estrategias: 1) caracterizaciéon de los nanomateriales, 2) estudios in vitro y 3)

estudios in vivo (Oberdorster et al., 2005). Para desarrollar las estrategias de estudio,
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se debe tener presente la amplia gama de tamafios y propiedades fisico-quimicas que

pueden afectar a la fiabilidad de los diferentes ensayos.

Los expertos recomiendan analizar cada nanosistema independientemente.
Las caracteristicas especificas, conocidas a través de una exhaustiva caracterizacion
del nanomaterial, afectan al perfil toxicolégico, por ejemplo, las AuNPs con un
didmetro de particula menor de 2 nm poseen un grado inesperado de toxicidad
superior a tamafios mayores (Schmid et al, 2008); también, dependiendo de la
quimica de superficie, el nanosistema puede ser capturado por el sistema fagocitico
mononuclear (SFM); la forma de la particula puede dictar el inicio de la fagocitosis y
afectar a las tasas de internalizacion celular (Fadeel et al., 2010). Ademas, los factores
externos pueden modificar el perfil toxicolégico de las AuNPs. Los medios de
crecimiento celular (para estudios in vitro) contienen proteinas de suero, aminoacidos
esenciales, vitaminas, electrolitos y otros productos quimicos que podrian interactuar
con las AuNPs y cambiar sus propiedades fisico-quimicas (tamafo, estado de
agregacidn, carga superficial y quimica de superficie) (Alkilany et al., 2010). Las AuNPs
en solucién acuosa tienen una carga superficial que estabiliza el sistema frente a la
agregacidn a través de las repulsiones electrostaticas, pero la presencia de electrolitos
y la alta fuerza i6nica de los medios biolégicos pueden provocar la agregaciéon de las
AuNPs a través de la interaccion electrostatica (Vesaratchanon et al., 2007). Cedervall
demostr6 que muchas proteinas plasmaticas son adsorbidas en NPs de forma
espontanea adoptando las propiedades fisicoquimicas de la cubierta de las proteinas

adsorbidas (Cedervall et al.,, 2007 ; Lynch et al., 2007 ; Lundquist et al., 2008).

Los estudios de cultivos celulares in vitro son el método mas utilizado para la
evaluacién de la nanotoxicidad. Sin embargo, siempre deben ir acompafiados de
estudios in vivo, ya que los datos obtenidos de los estudios in vitro pueden ser
engafiosos. Muchos de los ensayos in vitro dependen de la medicién de cambios
colorimétricos o de fluorescencia. Las AuNPs absorben luz en la regién visible y debe
considerarse la interferencia con estos ensayos. Ademads, como se ha sefialado en el
apartado anterior, las AuNPs pueden adsorber moléculas (tales como colorantes

indicadores) de los medios o absorber la fluorescencia (Alkilany et al., 2010).

Por otro lado, los estudios nanotoxicogenémicos pueden proporcionar

informacién util sobre los perfiles de expresiéon génica global en las células que han
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sido expuestas a las AuNPs y ayudar a comprender las respuestas bioldgicas
provocadas por los nanomateriales. La protedmica también ha demostrado ser una
herramienta tutil para el estudio de las interacciones de las AuNPs con biomoléculas

cuando éstas entran en un entorno biolégico.

En las estrategias in vitro también han de incluirse los estudios de
internalizacién celular ya que se ha demostrado una correlacion con la toxicidad. Del
mismo modo, el grado en que los macroéfagos internalizan las AuNPs dan informacién

de la biodistribucién (Fadeel et al., 2010).

En la Tabla 1.4 se resumen algunos resultados de toxicidad in vitro de las

AuNPs en algunas lineas celulares.

Tiempo de
Linea celular Tamafio (nm) Superficie Dosis fopobacida Conclusiones Referencia
CO05-1 Células de mamiferos, Amonio cuaternario, AuNPs catidnicas dieron més toxicidad
2 ) 0,38-3 uM 1-24h 1
células rojas de la sangre dcido carboxilico que las anidnicas.
RAW 264.7 Macréfago de ratén 3507 Lisina, Polilisina 10-100 uM peyzy (2 AulPeno Meron toxcasal 2
inmunogénicas.
CTAB, citrato, cisteina, v ]
K562 Leucemia humana 412,18 cltrato, CStEIna 5 601.0,25 uM 72h  Ninguna AuNP fue téxica. 3
glucosa, biotin
AuNPs decrecieron el ratio de
Fibrobl dermales h 131 Citrato 0-4 mM 24-144h  proliferacién celular, adhesién y 4
movilidad.
BHK21 Rifién bebe de himster, 72h (Hep2Gy s
Hep2G Carcinoma de higado humano, 33 CTAB y citrato 0-120 nM BHK21) "“:,P; 'Ex‘if:l‘“r';‘gf;" e de it SR
A549 Carcinoma de pulmén humano 36h (A549) P© P *
Hela 18 Citrato 0,2-2 nM 2.6h AuNPs no téxicas y no vaciaron los 6
patrones de expresién génica.
+1,4 nm las mds toxicas.
Hela: Epiteliales +0,8; 1,2; 1,8: 4-6 veces menos toxicas
SK-MEL-28: Endoteliales 08;1,2; 1,4  Mono trifenilfosfina Por encima 728 que 1.4 nm. 7
L929: Fibroblastos 18;15 y trisulfonato de 5,6 uM +15 nm no téxicas.
j774A1: Fagocitos :La toxicidad no fue dependiente de la
linea celular.
AuNPs no téxicas y no indujeron la
57 d i ] L5 mM ~48 h AR
C57BL/6 dendriticas de ratén 10 Citrato 0.5ml 4-48 activacifn de células dendriticas. 8
Mono fosfato de 1,4 nm indujeron necrosis por estrés
HelA 14y15 trimetilfosfina 56 mM 48h oxidativo y las de 15 nm no fueron 9
GSH toxicas.
HeLA 3.7 PEG 0,08-100 pM 6-72h AuNPs no toxicas. 10

Tabla 1.4 Resumen de los resultados de toxicidad in vitro de las AuNPs
(Alkilany et al, 2010). Referencias: (1) (Goodman et al, 2004); (2) (Shukla et al., 2005);
(3) (Connor et al, 2005); (4) (Pernodet et al., 2006); (5) (Patra et al., 2007); (6) (Khan et
al, 2007); (7) (Pan et al, 2007); (8) (Villiers et al,, 2010); (9) (Pan et al, 2009); (10) (Gu
etal, 2009).

Los estudios in vivo se ven limitados por factores éticos, econémicos y
practicos. Los nanomateriales para uso clinico deben pasar por estudios de absorcioén,
distribucién, metabolismo y excrecion (ADME) para conocer cudl es el

comportamiento del material a nivel de biodistribucién y farmacocinética. Ademas, los
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nanomateriales, a diferencia de muchos farmacos de moléculas pequeias, pueden ser
transportados a través del sistema linfatico, lo que obviamente tiene implicaciones
inmunoldgicas. Sin embargo, los nanomateriales pueden ser muy diferentes en tamafio
y caracteristicas fisico-quimicas, lo que hace dificil universalizar los estudios de ADME
y las propiedades toxicolégicas para reflejar las caracteristicas de una clase de

nanomateriales (Nystrom et al., 2012).

The ILSI Research Foundation/Risk Science Institute Nanomaterial Toxicity
Screening working group propone en la evaluacién de la toxicidad in vivo incluir las
exposiciones por via oral, tépica y parenteral. Ademas, estos estudios deberian incluir
la evaluaciéon de los marcadores de la inflamacién, el estrés oxidativo y la proliferacién

celular en érganos y tejidos seleccionados (Oberdorster et al., 2005).

En el cuerpo humano las NPs interactdan con proteinas de la sangre y esta
unién define la captacion de las NPs por diferentes células del sistema inmune. Sin
embargo, diversos estudios de seguridad que se han realizado sugieren que las NPs no
son sustancialmente mdas inmunotéxicas que los medicamentos convencionales

(Dobrovolskaia et al., 2007).

Experimentalmente, la posible citotoxicidad de las AuNPs es bastante
contradictoria, concluyendo que si el limite de concentraciéon de particulas no es
superior a las 1012 particulas/ml, las AuNPs con didmetros entre 3 y 5 nm no son
citotoxicas. La toxicidad con niveles inferiores a este niimero se asocia con diametros
de AuNPs de 1 a 2 nm y se justifica por la capacidad de las AuNPs de este tamafio para
unirse a las biomoléculas como ADN, cambiando el funcionamiento de los procesos

moleculares celulares (Khlebtsov et al., 2011).

En la Tabla 1.5 se resumen algunos experimentos in vivo, analizando la

toxicidad de las AuNPs.
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Animal

Tamaiio (nm)

Superficie

Dosis

Tiempo de
incubacién

Ratén (ddy)

Ratén (BALB/c)

Ratén (BALB/c)

Ratén (BALB/c)

Pez Cebra

Ratén (BALB/c)

15-20

15; 20; 100; 200 Citrato

4;10; 28; 58 Citrato

3;5;8,12;

17; 37; 50; 100 Citrato

3;10;50; 100 Citrato

20; 40; 80

Goma Ardbica

Intravenoso :
0,8-1,88 mg
Au/fkg

Intravenoso:
1000 mg Au/kg

Oral:
mezclado con
agua 200 mg

Au/kg agua

Intraperitoneal:
8 mg Au/kg

Intravenoso:
Mis de 4,26 mg
Au/kg
Exposici6n al
contenido
en agua:
250;25;25;
0,25 uM

342210 mg
Aufkg

0,5-24h

168h

>1200h

>168h

120h

48h

Nede Conclusiones Referencia
animales

AuNPs se acumulan en pulmén e

3 nigado.
No se cbservaron efectos secundarios
renales ni hematolégicos.
Todos los tamafios se encontraron en

3 nigado y bazo. 15 y 20 nm ademds se 2
encontraron en cnrazﬂn. ESIUIHEGU.
rifién y cerebro.
Absorcién gastrointestinal

no informado fue mds ficil para AuNPs mis 3

pequefias.
AuNPs de 3; 5; 50 y 100 nm no

6 indujeron letalidad, perosilasde8a 4
37 nm.

9 AuNPs indujeron inflamacién y B
apoptosis en el higado.

12 AuNPs no indujeron toxicidad. 6
La acumulacién y la biedistribucién de
las AuNPs depende del tamafio; los

B tamafios pequefios se mantienen mas 7

en circulacién sanguinia y se acumulan
més en tumor.

(Alkilany et al, 2010). Referencias: (1) (Kattumuri et al, 2007); (2) (Sonavane et al,
2008); (3) (Hillyer et al.,, 2001); (4) (Chen et al,, 2009); (5) (Cho E. C. et al, 2009; Cho W.-S.

Tabla 1.5 Resumen de los resultados de toxicidad in vivo de las AuNPs

etal, 2009); (6) (Bar-Ilan et al, 2009); (7) (Zhang et al., 2009).
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1.4. Acido hialurénico

En 1934 Karl Meyer y John Palmer fueron los primeros investigadores que
descubrieron y aislaron el &cido hialurénico (HA) del vitreo de los ojos de las vacas
(Meyer & Palmer et al,, 1934). En la década de los 50, estos investigadores resolvieron
la estructura quimica del HA. Encontraron que el HA es un polisacarido no sulfatado
lineal, no ramificado y cargado negativamente que se compone de la repeticién de
unidades de disacarido de acido D-glucurénico enlazado por un enlace $1-2 glicosidico
con la D-N-acetilglucosamina. El enlace entre los disacaridos para formar la cadena de
HA es un enlace $1-3 (Figura 1.16). Biolégicamente, se encuentra tanto en la matriz

extracelular como en el liquido sinovial de las articulaciones.

CH,

c=0 )11 3
;H 3 OH p1-4 |

CH,

Figura 1.16. Estructura del HA, representando los disacdridos y sus enlaces.

En 1942 Balazs patent6 la primera aplicacién del HA como un sustituto de la
clara de huevo en productos de panaderia (Balazs et al., 1979). Pero fue a finales de
1950 cuando se realiz6é la primera aplicacién biomédica de HA. Concretamente se
utilizé HA para una substitucién del vitreo durante una cirugia ocular. Inicialmente,
para aplicaciones médicas, el HA fue aislado a partir de cordén umbilical, y poco
después a partir de crestas de gallo. Mas tarde, fue aislado a partir de otras fuentes no
animales como por ejemplo de bacterias Streptococcus equi (Mashimoto et al., 1988),
lo que permitié producir el HA en cantidades mas grandes. En la actualidad, el HA
procede de diversas fuentes y existe con diferentes grados de pureza y de pesos
moleculares. Las principales impurezas, dependiendo de la técnica de sintesis y
purificacién, son las endotoxinas bacterianas, sulfatos de condroitina, proteinas,

acidos nucleicos, cloruro de sodio y metales pesados.
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1.4.1. Sintesis biolégica del HA

El HA se sintetiza en el cuerpo humano mediante un proceso enzimatico con
HA sintasas (HAS1, HAS2 y HAS3), una clase de proteinas integrales de membrana. La
sintesis se inicia en la cara interna de la membrana plasmatica y a medida que se
sintetiza, la molécula va saliendo al exterior de la célula, sin asociarse con ninguna

proteina del nicleo (Weigel et al.,, 1997).

El mecanismo de sintesis del HA implica la extensién de cadena por la adicién
alternada de acido glucurénico y de N-acetil glucosamina. E1 HAS3 tiene mas actividad
catalitica que HAS2 y que HAS1. HAS3 polimeriza cadenas de longitudes en un rango
menor de 2x105Da a 3x105Da mientras HAS1 y HAS2 polimerizan cadenas de HA de
longitud superior, de hasta 2x106 Da (Figura 1.17).

Las cadenas cortas no solo dependen del tipo de enzima sintasa sino que
puede ser resultado de la degradacion extracelular, a través de la accién de las

hialuronidasas u oxidantes (Itano et al., 1999).

RS RN
34 ERREE ;?‘s“
$ 2 $2505 4 ,'?,‘»Q‘?
15 2
AN e
¢ d Y iAadde? () HA
‘HA LAY 1 ek
& [ ‘t*' “a"' "";"“’6’,
~2 X108 ‘i¢.},‘vb' STRB R
1Ay l LY hYe?
§h L'?""' 4
i LY
vorgienss HASD UD:::::CNA ':"
HAS1 - " HAS3

Figura 1.17. Representacién de la regulaciéon de la sintesis de HA segiin
enzima sintasa implicada. HAS1 sintetiza pequefias cantidades de alto peso molecular.
HAS?2 sintetiza mayor cantidad de alto peso molecular. HAS3, la mds activa, sintetiza HA
de bajo peso molecular. (Itano et al., 1999).

1.4.2. Propiedades del HA

La molécula de HA en solucién fisioldgica tiene una estructura rigida debido a
la interaccién y combinacién de la estructura quimica de los disacaridos, los enlaces de
hidrégeno internos y las interacciones con el disolvente. Los dtomos de hidrégeno

axiales forman una parte no polar, relativamente hidréfoba, mientras que las cadenas
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laterales forman una parte hidroéfila mas polar, creando una estructura de cinta con
torsion. Las propiedades del HA cambian en funcién de la concentracién en la que se
encuentra. A concentraciones muy bajas, las cadenas se enredan menos entre si, dando
lugar a una viscosidad leve (dependiente del peso molecular), pero a concentraciones
mas altas tienen una viscosidad mayor debido al mayor enredo de la cadena. Las
propiedades reoldgicas hacen al HA ideal como lubricante y es utilizado en diversas

aplicaciones biomédicas (Cowman et al., 2005).

El HA es parte constituyente de la matriz extracelular y ademds en ciertos
organos su papel es clave, como por ejemplo en el vitreo del ojo humano, en el liquido
articular sinovial, en la matriz producida por las células del cumulus del ovocito antes
de la ovulacion y en cartilagos hialinos. La mayor cantidad de HA reside en el tejido de
la piel, donde estd presente tanto en la dermis como en la epidermis (Laurent et al.,

1996).

El HA tiene una funcién estructural en la matriz extracelular. Existen
moléculas especificas y receptores que interactian con el HA, generando una
respuesta en las células; moléculas tales como agrecano o versicano, y receptores
como el CD44, RHAMM o LYVE-1 son ejemplos de componentes de las células que se
unen al HA (Noble et al.,, 2002; Toole et al., 2002). Se considera que el CD44 es el

principal receptor de HA en la mayoria de tipos celulares (Toole et al., 1997).

El HA a nivel fisiolégico existe con diferentes pesos moleculares y la funcién es
diferente segiin el tamafio, por ejemplo, el HA de alto peso molecular no parece estar
implicado en la expresidén génica y el HA de peso molecular bajo es conocido por
promover la expresion de genes (McKee et al., 1996; Oertli et al., 1998). Otro ejemplo
son los resultados que sugieren que el alto peso molecular del HA favorece la
integridad del tejido en cicatrizaciones mientras que la produccién de fragmentos de

HA inicia una respuesta inflamatoria (Chen W. Y. ]. et al.,, 1999).
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1.4.3. Aplicaciones del HA

Las propiedades Unicas que tiene el HA lo convierten en un material que puede
ser aplicado en diferentes campos de la biomedicina como la dermatologia, la

oftalmologia, la ingenieria tisular, la osteoartritis y la oncologia.

1.4.3.1. Dermatologia

El HA se ha posicionado como uno de los mejores productos cosméticos por su
capacidad hidratante y regeneradora. Es un ingrediente muy utilizado en los
productos tépicos ya que aumenta la humedad sobre la piel y en algunos casos incluso
se ha demostrado que puede inducir diferentes vias implicadas en la sintesis de HA y
coldgeno, aumentando la firmeza y elasticidad de la piel. También es muy utilizado
como relleno dérmico, donde se inyecta de manera intradérmica en las zonas de la piel
que presentan arrugas profundas y gracias a su viscosidad y su capacidad de

absorcién de agua, consigue eliminar temporalmente estas arrugas (Tezel et al., 2008).

1.4.3.2. Oftalmologia

La catarata ocular es una enfermedad progresiva que conlleva una pérdida de
transparencia del cristalino del ojo y que afecta a un gran porcentaje de la poblacién
con edad avanzada. El dnico tratamiento que se ha llevado a cabo con éxito es la
cirugia, sin embargo, el peligro que existe de producir una lesién en los tejidos

intraoculares fragiles es un inconveniente a tener en cuenta.

Balazs propuso utilizar materiales viscoelasticos para resolver este problema,
no so6lo durante la cirugia de cataratas sino también en otras operaciones quirurgicas.
En el caso de la cirugia de cataratas, los materiales viscoeldsticos como el HA se
utilizan para proteger la capa endotelial de la cérnea o de otros tejidos con dafios

fisicos (Balazs et al., 1983).

1.4.3.3. Ingenieria tisular

El HA tiene la capacidad de combinar las propiedades biolégicas y mecanicas
necesarias para la ingenieria de regeneracion de hueso y cartilago (Allison et al.,

2006).
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Existen diversos estudios donde se ha observado un buen crecimiento de los
condrocitos en matrices de HA, generando incluso cartilago dentro de la red porosa
que forma el hidrogel (Burdick et al., 2004). Ademas, la implantacién quirargica es un
punto limitador para la mayoria de las matrices utilizadas en ingenieria de tejidos,
pero el HA es un buen candidato principalmente por tres razones: en primer lugar, el
inyectable de HA puede estar en cualquier forma estructural; en segundo lugar, la
matriz de HA puede adherirse al tejido nativo; y en tercer lugar, los métodos de
inyeccion y de laparoscopia reducen la invasividad del procedimiento quirdrgico (Yeo

etal.,, 2006).

1.4.3.4. Osteoartritis

La osteoartritis se caracteriza por la lenta degradacién del -cartilago,
generando dolor y un aumento de la discapacidad. Las terapias farmacolégicas
actuales solo alivian el dolor con analgésicos, terapias intraarticulares
(glucocorticoides y 4&cido hialurénico) o tratamientos topicos. Cuando estos

tratamientos ya no funcionan se requiere de cirugia, reemplazando la articulacién.

La funcién mecdanica del fluido sinovial que se encuentra en las articulaciones
se atribuye a sus propiedades reoldgicas, mas especificamente sus propiedades
viscoelasticas. La pérdida de estas propiedades se asocian a la reduccién de peso
molecular del HA y a la disminucién de la concentracién. Algunos productos tales
como Hyalgan® o Orthovisc® son productos basados en HA aprobados por la FDA y la
EMA (en inglés, European Medicines Agency) para el tratamiento de la osteoartritis

(Altman et al., 1998; Moreland et al., 2003; Wen et al., 2000).

1.4.3.5. Oncologia

Existen diversos estudios en oncologia que se centran en el HA como vehiculo
de administracién de farmacos por ser biocompatible y biodegradable. Ademas,
proporciona proteccién a la molécula transportada, mejorando también la solubilidad
de farmacos hidr6fobos. Finalmente, el HA es un buen candidato para transportador
de farmacos antitumorales ya que su principal receptor es el CD44, que se

sobreexpresa en la mayoria de tumores so6lidos (Peach et al., 1993; Toole et al., 2004).
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Sin embargo, uno de los inconvenientes que presenta el HA es que es
eliminado rapidamente de la sangre por el sistema fagocitico mononuclear (SFM) y
también por la degradacién que producen las enzimas hialuronidasas. Las
modificaciones quimicas del HA permiten reducir esta degradacién y prolonga la
circulacién en sangre (Choi et al, 2009) dando paso a la creacién de nuevos
nanosistemas de liberacion controlada de farmacos antitumorales basados en HA. Los
nanosistemas que se han creado son plataformas donde el HA tiene un papel de
portador y/o de transportador al tejido diana y donde el firmaco esta fisicamente

asociado o covalentemente ligado al HA (Figura 1.18) (Ossipov et al.,, 2010).

Figura 1.18. Representaciéon de los nanosistemas creados con HA. (Ossipov et
al, 2010).

Las uniones covalentes del farmaco al HA han de ser estables
extracelularmente para aumentar in vivo la vida media del profarmaco en sangre pero
también deben descomponerse rapidamente al entrar en la célula sin que se

modifique el fairmaco en la liberacién.

Un ejemplo de enlace covalente entre el firmaco y un polimero es la
conjugacién del polimero 2-(hidroxipropil)metacrilamida (HPMA) con el farmaco
doxorubicina (Dox) y el HA (HPMA-HA-Dox) (Figura 1.19). EL HPMA realiza el papel
de portador y el HA dirige el sistema a las células diana (que sobreexpresan CD44). Se
realizaron experimentos in vitro en varias lineas celulares de cancer de mama humano
(HBL-100), de ovario humano (SK-OV-3) y de colon humano (HCT-116). Se obtuvo una
reduccion de la toxicidad del conjugado en relacién al farmaco libre y fue mdas potente
que el control HPMA-Dox. Se demostré que el papel del enlazador HPMA era
importante y que el enlace hidracida del control HA-Dox no fue el correcto. Fue
relevante el demostrar que tanto HPMA-HA-Dox como HA-Dox tuvieron toxicidad
selectiva contra las células cancerosas que sobreexpresan receptores de HA, mientras

que la doxorrubicina libre, asi como HPMA-Dox conjugado, fueron téxicos tanto para
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las células cancerosas como para la linea celular no cancerigena 3T3 de fibroblastos de

ratén (Luo et al., 2002).

oH 9
C-CH,OH
“OH
CH;0 O OH

1
DoX
HPMA-HA-DOX

Figura 1.19. Representacién del nanosistema HA-DOX y HPMA-HA-DOX. (Luo
etal,2002).

Otro farmaco covalentemente enlazado al HA pero con un ligando entre ellos

es el propuesto por Prestwich. En este nanosistema el HA hace de portador y dirige el

sistema a las células que sobreexpresan CD44 para liberar el fArmaco antitumoral

paclitaxel (Taxol) (Figura 1.20). La ventaja de este tipo de enlace es que da solubilidad

en medios acuosos al paclitaxel. Se realizaron estudios in vitro en lineas tumorales

humanas (HBL-100, SK-OV-3 y HCT-116). Sélo las células que sobreexpresan CD44

internalizaron el conjugado de HA-Taxol después de 20 min de incubacién, mientras

que las células 3T3 fibroblastos de ratén no cancerosas, no mostraron ni unién a la

membrana ni una rapida absorcién. La liberaciéon rapida del paclitaxel fue por la

enzima esterasa. El conjugado HA-paclitaxel fue internalizado por endocitosis

mediado por el receptor seguido de la liberacién del fArmaco mediante la degradacién

del enlace éster entre el HA y el paclitaxel (Luo et al., 1999).

HA-Taxaol

Figura 1.20. Representacion del nanosistema HA-paclitaxel. (Luo et al, 1999).
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El trabajo de Pitarresi consistié6 en crear un nanogel hecho por amidacién
entre carboxilatos de HA y covalentemente grupos acil-hidrazina de 1la
poliaspartilhidracida (PAHy) (Figura 1.21). Las particulas del nanogel obtenidas
fueron de didmetros que iban de 200 a 300 nm, resistentes a la degradacién incluso a
pH 1 y en presencia de la enzima hialuronidasa se degradaron parcialmente. Los
ensayos in vitro en células de leucemia mielégena crénica humana (K-562) dieron no
toxicidad para el nanogel pero cuando se encapsulé 5-fluorouracilo en el nanogel
presenté una elevada toxicidad. La liberacién total del 5-fluorouracilo fue en 1 h

(Pitarresi et al., 2007).

HA-PAHy-HA

Figura 1.21. Representacion del nanogel HA-PAHy-HA. (Pitarresi et al,, 2007).
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1.5. Farmaco antitumoral

Los farmacos empleados hasta el momento se clasifican en citotéxicos,
farmacos dirigidos como inhibidores o anticuerpos, y farmacos hormonales. Los
farmacos pueden ser dirigidos a las células tumorales o a otros elementos
carcinogénicos como al endotelio, matriz extracelular o sistema inmunolégico. Los
farmacos que actian sobre el ciclo celular pueden localizar su accién en el ADN, ARN o
a nivel de proteinas. Los quimioterapicos suelen actuar a nivel del ADN en las células

tumorales, mientras que los anticuerpos monoclonales interactiian con las proteinas.

1.5.1. Clasificacion de los farmacos citotdéxicos segiin mecanismo

La Tabla 1.6 muestra la clasificacién quimica de los fArmacos citotéxicos segin
el mecanismo de accién.

Farmacos citotéxicos

Agentes alquilantes
Triacenos Dacarbacina, Tremozolamida
Antibioticos Bleomicina, Mitomicina C
Agentes platinados Cisplatino, Carboplatino, Oxaliplatino
Antimetabolitos Metrotrexato, 5-Fluorouracilo, Gemcitabina, Permetrexed
Antibiéticos Doxorubicina, Epirubicina, Idarubicina
Inhibidores del huso mitético Paclitaxel, Docetaxel, Vincristina, Vinblastina
Inhibidores de la topoisomerasa Irinotecan, Topetecan, Etopésido

Tabla 1.6 Clasificacion de algunos fdarmacos antitumorales segiin el
mecanismo de accién.

Los agentes alquilantes son compuestos que se unen covalentemente a acidos
nucleicos o proteinas. La mayoria de los agentes alquilantes son bipolares, es decir,
contienen dos grupos capaces de reaccionar con el ADN y pueden formar puentes
entre una sola hebra o las dos. La interaccién impide la acciéon de las enzimas
implicadas en la replicaciéon del ADN impidiendo que la célula pueda dividirse e
incluso provocando la muerte celular. Entre los agentes alquilantes se encuentran los
farmacos platinados (cisplatino, carboplatino y oxaliplatino). Los &tomos de cloro en el
cisplatino se intercambian con las moléculas de agua para formar un complejo diacuo-
platino y luego intercambian las aguas por la N-7 del nitrégeno de las guaninas

provocando la inhibicién de la replicacion del ADN y la sintesis de ARN y proteinas. El
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carboplatino tiene un grupo carboxilato y tiene mayor solubilidad en agua, una
hidrélisis mas lenta, es menos nefrotoxico y neurotoxico que el cisplatino pero causa
mas mielosupresion (disminucién de la actividad de la médula 6sea). El oxaliplatino
pertenece a una nueva clase de agentes platinados. Contiene un dtomo de platino en
complejo con oxalato y un grupo voluminoso diaminociclohexano. Igual que sus
analogos inhiben la sintesis de ADN mediante la conjugacién en las hebras (Hurley et

al, 2002).

Los antimetabolitos son compuestos estructuralmente similares a sustancias
de origen natural, como las vitaminas, los nucleésidos o aminoacidos. Compiten con el
sustrato natural por el sitio activo de una enzima esencial o de un receptor. Algunos se
incorporan directamente en el ADN o ARN. Su eficacia suele ser mayor en un periodo
de tiempo prolongado, por lo que generalmente se dan como tratamiento a largo
plazo. El metotrexato, por ejemplo, es un antagonista del acido félico, elemento
esencial para la generacién de una variedad de coenzimas que estan involucradas en la
sintesis de purinas. El 5-fluorouracilo y la gemcitabina son fArmacos que se asemejan a
la pirimidina y que también inhiben la sintesis de acidos nucleicos provocando la

muerte celular (Kaye et al., 1998).

Los antibiéticos citotéxicos actiian sobre la funcién y la sintesis de acidos
nucleicos. Las antraciclinas (por ejemplo doxorrubicina o epirrubicina) se intercalan
en el ADN y afecta a la enzima topoisomerasa Il, interfiriendo en la replicacién celular
(Gewirtz et al., 1999; Plosker et al., 1993). Otros antibidticos son agentes alquilantes,
como la bleomicina, que se compone de una mezcla de glicopéptidos que causan la
fragmentacién del ADN o la mitomicina C que inhibe la sintesis de ADN por conjugarse

ala hélice (Galm et al.,, 2005).

Los fadrmacos que inhiben el huso mitético son alcaloides como la vincristina y
la vinblastina, que se extraen de la planta vinca y actian mediante la unién a la
tubulina, inhibiendo el montaje del huso y por tanto la mitosis (Jordan et al., 1991).
Los taxoides como el paclitaxel (taxol) o docetaxel (taxotere, derivado semisintético)
son farmacos derivados de la corteza del Taxus brevifol que promueven el ensamblaje

de los microtibulos e inhibe su divisién (Stierle et al., 1993).
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Las topoisomerasas son enzimas involucradas en la replicacién del ADN, la
segregacion de las cromdtidas y la transcripcién. Los inhibidores de la topoisomerasa I
como el irinotecan y topetecdn, se unen al complejo enzima-ADN fijandolo y evitando
la replicaciéon del ADN (Koster et al, 2007). También los inhibidores de la
topoisomerasa Il como el etopédsido, fijan el complejo enzima-ADN, causando roturas

en la cadena e inhibiendo la replicaciéon del ADN (Baldwin et al., 2005).
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2. OBJETIVOS

El cancer es la principal causa de muerte en los paises desarrollados. Existen
diversas terapias antitumorales para los diferentes tipos de cancer. El principal
problema de estas terapias son los severos efectos secundarios que producen,
llegando a ocasionar en algunos casos problemas graves que obligan a abandonar los
tratamientos. Es por este motivo que actualmente se estan buscando activamente
nuevos fairmacos que mejoren significativamente el tratamiento de los actuales, pero a
la vez, que reduzcan o desaparezcan estos efectos secundarios. Una de las estrategias
mas trabajadas a nivel mundial es el desarrollo de nuevos sistemas de liberacién de
agentes antitumorales, controlados y selectivos, que dirijan la cantidad deseada de
farmaco directamente al tumor. De esta manera se minimiza al maximo posible la
exposicion del farmaco en los tejidos sanos y por lo tanto, se reducen los efectos

secundarios.

Después de evaluar las diferentes estrategias llevadas a cabo para mejorar las
propiedades de los farmacos antitumorales y aplicando las ventajas que aporta la
nanotecnologia, se decidi6 desarrollar el EDS (Endor Delivery System), un sistema de
liberacién de farmacos antitumorales basado en AuNPs, cuya biocompatibilidad y
propiedades fisicas y 6pticas son de gran interés para la oncologia. Las AuNPs serdn
doblemente conjugadas. Primero a oligosacaridos de HA, molécula reconocida por las
células tumorales que sobreexpresan su principal receptor el CD44. El HA realiza las
funciones de vector hacia la célula diana, pero ademdas protege a las NPs de su
agregaciéon o eliminacion de la sangre. La segunda molécula conjugada es el propio
farmaco seleccionado, modificado con un ligando que facilita que el principio activo se

libere una vez ha llegado a su diana terapéutica.
Para ello se plantearon los siguientes objetivos:

¢ Sintetizar AuNPs de diversos tamafios de didmetro y determinar las

técnicas a utilizar para su éptima caracterizacion.
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Sintetizar y analizar el HA modificado con una tiolacién terminal en la
molécula. En este punto también se estudiaran diferentes tamafios de

HA.

Estudiar las estrategias de conjugacién de las AuNPs con los HA
modificados y realizar una completa caracterizacién para obtener el
sistema mas efectivo. Se realizardn experimentos de caracterizacion
tanto fisico-quimicos como biolégicos (in vitro) para finalmente

escoger el mejor candidato.

Una vez elegido el mejor candidato del sistema EDS, se estudiaran las
conjugaciones de diferentes fAirmacos y las modificaciones necesarias
para su unioén al sistema. Tras la sintesis de los candidatos, se realizara

una completa caracterizacién.

Los nanosistemas (EDS) conjugados a los fairmacos y correctamente
caracterizados, serdn validados segin su eficacia mediante

experimentos in vitro.

Concluir la tesis validando una plataforma basada en un sistema de

liberacién de diferentes farmacos antitumorales.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

3.1.1. Materiales para sintesis y caracterizacion de AuNPs

Citrato trisédico dihidratado Sigma HOC(COONa)(CH2COONa),- 2H20
Cloruro de oro (III) trihidratado Aldrich HAuCls
Borohidruro de sodio Aldrich NaBH4

3.1.2. Materiales para sintesis y caracterizacion del HASH

Hialuronato sédico Contipro (C14H21NaNO11)n
Diclorhidrato de cistamina Sigma NH,CH,CH,SSCH2CH,NH>- 2HCl
Acido bérico Sigma H3BO3
Cianoborohidruro de sodio Fluka NaBH3CN
D-L-ditiotreitol Sigma HSCH,CH(OH)CH(OH)CH:SH
Acido 4-(hidroximercurico)benzoico Sigma C7HsHgNaOs

3.1.3. Materiales para sintesis y caracterizacion de farmacos
antitumorales

Cisplatino

Cisplatino Aldrich Pt(NH3)2Cl
11-Mercaptoundecanoico Aldrich HS(CH2)10CO2H
Hialuronidasa de testiculo bovino Sigma

Diclorhidrato de cistamina Sigma NH,CH,CH>SSCH,CH>NH,- 2ZHCl
Trietilamina Sigma (CzHs)3N
Bromoacetato de etilo Aldrich BrCH,COOC;Hs

Ioduro de potasio Sigma KI
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Oxaliplatino

Oxaliplatino Sigma CsH14N204Pt

5-Fluorouracilo

5-Fluorouracilo Sigma C4H3FN>0;

Acido cloroacético Sigma CICH,CO2H
Dimetilformamida Sigma HCON(CH3)2
Diclorometano Panreac CHCI;
1-Hidroxibenzotriazole hidratado Fluka CeHsN3O - xH20
gg&;gggﬁgnomomn'N" Sigma CH3CH;NCNCH,CHCH;N(CHa)s
Trietilamina Sigma (CzHs)3N
Diclorhidrato de cistamina Sigma NH,CH,CH,SSCH,CH>NH,- 2ZHCl
N-hidroxisuccinimida Aldrich C4HsNOs

3.1.4. Materiales para métodos in vitro

Cultivo Celular

DMEM Lonza
Serum bovino fetal Lonza
Penicilina Lonza C16H18N204S
Estreptomicina Lonza C21H39N7012
Glutamina Lonza H>NCOCH,CH,CH(NH;)CO.H
Internalizacion
Tween Sigma
Citotoxicidad

4-Nitrofenil N-acetil-beta-D-

itro erTl . acetil-beta Sigma CoH1sN2Os
Glucosaminida
Triton-X100 Sigma t-Oct-CsH4-(OCH2CH2)xOH, x= 9-10
Glicina Sigma NH,CH,COOH
Acido ethylenediaminotetraacetico Aldrich (HO2CCH2)2NCH2CH2N(CH2CO2H):
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3.2. Metodologia

3.2.1. Procedimientos de sintesis de AuNPs

La obtencién de AuNPs se ha realizado siguiendo el método de Turkevich
(Turkevich et al.,, 1951), donde la generacién de 4&tomos de oro metalicos en solucion
es el resultado de la transferencia de electrones desde el agente reductor a los iones

Au+3, produciendo 4tomos Au®.

La etapa inicial de este proceso es la oxidacién del citrato, produciendo
dicarboxi acetona:
CeHs07 =» CsHeOs + CO2+ H+ + 2é
Simultaneamente, la sal de oro se reduce:
AuClz + 2é = AuCl + 2Cl-

El siguiente paso es la formacién de atomos de oro metalicos:
3AuCl®> 2Au? + AuCl;

Y finalmente, la estequiometria de la reaccién es:

2 [AuCla]- + 3(CsHs07) & 2Au0 + 3(CsH30s) + 8Cl- + 6H* + 3CO;

Se han utilizado dos agentes reductores, uno de naturaleza organica como el
citrato tris6dico (NazCt) y otro de naturaleza inorganica como el borohidruro de sodio
(NaBHa4). El citrato trisédico tiene la propiedad de reductor y también de quelante en
la unién del metal; sin embargo, el borohidruro de sodio carece de la propiedad

quelante.

3.2.1.1. Sintesis de AuNPs 12 nm

Para la sintesis de las AuNPs con didmetro de 12 nm, el agente reductor
utilizado fue el citrato tris6dico. En un balén con un refrigerante de serpentin se
afiadi6 150 ml de agua con agitacién intensa y 2,58x10-3 M de citrato trisédico
dihidratado. Esta solucién se llevé a ebullicién y se inyecté rapidamente 1ml de
HAuCls 25 mM. Pasados 3 minutos se paré la reaccién. El color de la solucién pasé de
transparente a rojo vino y se obtuvo una solucién de NPs con 33 ppm de oro (sintesis

1x).
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Una vez puesta a punto la reaccién anterior, fue optimizada para conseguir
concentraciones de AuNPs mas elevadas. Se consiguié una solucién de AuNPs con 100
ppm de Au (sintesis 3x), manteniendo las mismas condiciones anteriores pero
ajustando proporcionalmente la concentracién de citrato trisédico dihidratado y la

concentracion de sal de oro.

Figura 3.1 Imagen donde se observa la evolucién del color de la solucién
durante la sintesis de AuNPs a una concentracion final de 100 ppm.

A continuaciéon se llevé a cabo el escalado de la sintesis para obtener
volumenes de hasta 10 L. Este proceso requirié del disefio de un reactor que
cumpliese todos los requisitos necesarios para la correcta fabricacién de las NPs:
reactor encamisado, calentador para llevar a ebullicién el agua, agitador intenso para
mantener la homogeneidad de la solucioén, refrigerante de serpentin y finalmente un
sistema de entradas y salidas de la soluciéon (Figura 3.2). Todo el material se
seleccion6 para asegurar la estabilidad de las AuNPs, ya que existen ciertos materiales
como por ejemplo el polietileno (PE) que producen una agregacién inmediata o

simplemente no permiten la correcta sintesis de las AuNPs.

Figura 3.2 Fotografia del reactor de 10 L.
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3.2.1.2. Sintesis de AuNPs 4 nm

Durante la optimizaciéon de la sintesis de reaccién de las NPs de 4 nm, se
seleccion6 como agente reductor el borohidruro de sodio. Se preparé una solucién
acuosa de 20 ml que contenia 2,5x104M de HAuCls y 2,5x104M de citrato trisédico
dihidratado. A continuacién 0,6 ml de NaBHs 0,1 M muy frio se afiadi6 a la solucién
agitada. Instantdneamente se produjo el cambio de color de amarillo a rojo (Figura
3.3). Tras poner a punto esta técnica con volumenes pequeios (20 ml), se llevé a cabo

el escalado gradual hasta los 5 L, aumentando proporcionalmente los reactivos.

A

p—"h

Figura 3.3. Fotografia de la evolucion de color durante la sintesis de AuNPs
4 nm. A) HAuCl4 25 mM. B) AuNPs 4 nm 18,56 nM.

3.2.2. Procedimientos de esterilizacion de AuNPs
3.2.2.1. Esterilizacion mediante filtracion con filtros de PES 0,22 pum

El filtrado es un método de esterilizacibn cominmente utilizado para
pequefios volumenes de soluciones. La soluciéon de AuNPs 12 nm, AuNPs 4 nm y las
AuNPs agregadas con diclorhidrato de cistamina, se pasaron a través de unos filtros de

PES 0,2 um (Millipore).

3.2.2.2. Esterilizacion mediante autoclavado

Un método de esterilizacion ampliamente utilizado para grandes voliumenes
de soluciones es el autoclavado. Las soluciones de AuNPs se autoclavaron mediante un
autoclave P-Selecta (Presoclave Il 75). Este equipo permite la esterilizacion de
soluciones con capacidad de hasta 75 litros, puede trabajar en un rango de
temperatura comprendido entre 115 y 134 °C y en un rango de presiéon de entre 0,62 y

2 bar.
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3.2.3. Procedimiento de sintesis del HASH

Con el objetivo de unir fuertemente los oligosacaridos de HA a las AuNPs, se
realizé una modificacién a la sal s6dica que consistié en afiadir un grupo tiol terminal.
La sintesis de la tiolacion se sigui6 por el método descrito en la bibliografia y se

representa en la Figura 3.4.

HN T~ Sag N2 Diclorhidrato de cistamina

« 2HCI
NaBH_CN

459C, 5dias

Figura 3.4 Representacion de la tiolacién del HA.

El diclorhidrato de cistamina se enlaz6 covalentemente en la posicién terminal
del polisacarido. El cianoborohidruro de sodio se utiliz6 para activar el carbono
anomérico del polisacarido y facilitar la substituciéon nucleoéfila de cistamina. EI DTT se

afiadié para romper los enlaces disulfuros de la cistamina.

3.2.3.1. Sintesis de la tiolacion del HA 30-50 kDa

Siguiendo el apartado 3.2.3, la tiolacién del HA 30-50 kDa se realiz6 mediante
una disolucién a 0,35 mM de hialuronato sédico y 10,12 mM de diclorhidrato de
cistamina en un tampén compuesto por 0,1 M H3BO3z y 0,4 M HCI (pH 8). El bal6n de
reacciéon se calentdé a 45 2C con agitaciéon. A continuaciéon se afiadieron 0,2 M de

cianoborohidruro de sodio y se dej6é la reaccién durante 5 dias bajo atmédsfera de
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argon. Se afiadieron 0,13 M de D-L-ditiotreitol durante una hora. Finalmente se dializ6
la solucién en membranas con un punto de corte de 3,5 kDa, en una solucién de 0,3
mM de HCl y 10,26 mM de NaCl. Se cambié tres veces al dia y durante el segundo y
tercer dia, se realizaron tres cambios diarios con una solucién de HCl a 0,3 mM. El

producto final se liofiliz6.

3.2.3.2. Derivatizacion HASH 30-50 kDa con la sal sdédica del acido 4-
(hidroximercurico)benzoico

El objetivo de esta derivatizacién era conseguir cuantificar la tiolacién

mediante un método indirecto. Se conjug6 el HASH con 4cido 4-(hidroximercurico)

benzoico, una molécula aromatica que se une a los grupos tioles mediante el Hg

(Figura 3.5).

NaOOC—@'HQS/\/NH'

Figura 3.5 Representacion de la derivatizacién del HASH con la sal sédica
del 4-(hidroximercurico)benzoico.

Se siguieron las indicaciones de la bibliografia (Serban et al., 2008), con alguna
modificaciéon. 50 mg de HASH 30-50 kDa se disolvieron en H,0 al 1% w/v. Se afiadié
2,5x10-6¢ M de sal sddica del 4-(hidroximercurico)benzoico. La reaccién se mantuvo en
agitacion durante 24 h a temperatura ambiente. El precipitado blanco que se formo
(perteneciente a la sal sédica del acido 4-(hidroximercurico)benzoico no reaccionado)
se filtr6. Finalmente, la solucién recogida se liofiliz6 para su posterior andlisis

mediante RMN.

3.2.3.3. Sintesis de la tiolacion del HA 8-15 kDa

La tiolacion del HA 8-15 kDa se realiz6 disolviendo 0,35 mM de hialuronato
sodico y 35,6 mM de diclorhidrato de cistamina en un tampdén compuesto por 0,1 M
H3BOs y 0,4 M HCI (pH 8). El balén de reaccién se calenté a 45 2C con agitacion. A

continuaciéon 0,2 M de cianoborohidruro de sodio se afnadi6 y se dejé reaccionar
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durante 5 dias bajo atmdsfera de argén. Transcurrido este tiempo, se afiadié 0,13 M de
D-L-ditiotreitol durante una hora. Finalmente se dializ6 la solucién en membranas con
un punto de corte de 3,5 kDa, en una solucién de 0,3 mM de HCl y 10,26 mM de NaCl
Se cambi6 tres veces al dia y durante el segundo y tercer dia, se realizaron tres

cambios diarios con HCl a 0,3 mM. El producto final se liofilizé.

3.2.3.4. Derivatizacion HASH 8-15 kDa con la sal sédica del acido 4-
(hidroximercurico)benzoico

Andlogamente al 30-50 kDa (Apartado 3.2.3.2) se derivatizé el HA 8-15 kDa.

50 mg de HASH 8-15 kDa se disolvieron en H;0 al 1% w/v. Se afiadi6 8,7x10-4M de sal

sodica de 4-(hidroximercurico)benzoico. La reaccién se mantuvo en agitacién durante

24 h a temperatura ambiente. El precipitado blanco que se formé (perteneciente a la

sal sddica del acido 4-(hidroximercurico)benzoico no reaccionado) fue filtrado.

Finalmente, la solucién recogida fue liofilizada para su posterior andlisis por RMN.

3.2.4. Conjugacion de nanoparticulas de oro con acido hialurénico

En los dos apartados anteriores (Apartados 3.2.1 y 3.2.3) se han descrito el
portador (AuNP) y la molécula dirigidora (HASH) del sistema de liberacién. En este
apartado se describe la conjugacién éptima de estos dos elementos del sistema, la

unién de las AuNPs con el HASH (EDS) (Figura 3.6).

»1
NH

Figura 3.6 Representacion de la conjugacién del EDS.

3.2.4.1. Conjugacion del EDS1

Se mantuvo en agitaciéon 37,5 uM de HASH 30-50 kDa en una solucién de
AuNPs 12 nm (a una concentracion de Au de 100 ppm) durante 30 minutos. A
continuacion se filtré la solucion mediante un filtro de PES de 0,2 pm. Para llevar a
cabo la limpieza del exceso de HASH no conjugado y para concentrar el producto, se

utilizé el Labscale TFF system con membranas Biomax de Millipore de 100 NMWL.
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Para la purificacién se afiadié H,0 (10 veces el volumen inicial) y se concentrd hasta

1000 ppm de Au.

3.2.4.2. Conjugacion del EDS2

Se conjugo en agitacién 0,130 mM de HASH 8-15 kDa en una solucién de
AuNPs 12 nm (a una concentraciéon de Au de 100 ppm). Pasados 30 minutos, se filtré
la solucién mediante un filtro de PES de 0,2 pum. Para llevar a cabo la limpieza del
exceso de HASH no conjugado y para concentrar el producto, se utilizé el Labscale TFF
system con membranas Biomax de Millipore de 100 NMWL. Para la purificacion se

afiadié Hz0 (10 veces el volumen inicial) y se concentré hasta 1000 ppm de Au.

3.2.4.3. Conjugacion del EDS3

Se agité 65,22 uM de HASH 8-15 kDa en una solucién de AuNPs 4 nm (a una
concentraciéon de Au de 47 ppm). Pasados 30 minutos, se filtré la solucién mediante
un filtro de PES de 0,2 um. Para llevar a cabo la limpieza del exceso de HASH no
conjugado y para concentrar el producto, se utilizé6 el Labscale TFF system con
membranas Biomax de Millipore de 100 NMWL. Para la purificacién se afiadié H,0 (10

veces el volumen inicial) y finalmente se concentr6 hasta 1000 ppm de Au.

A la hora de escalar los conjugados, se trabajé en la técnica utilizada en la
purificacién y concentracién de los conjugados. En la Figura 3.7 se observa el paso de
un stirrecell de 200 ml (para trabajar con volimenes pequefios) a un labscale pellicon

de 500 ml (para trabajar con volumenes grandes).

Figura 3.7 Imdgenes de la escalabilidad en la produccién de los sistemas
EDS. Stirrercell (izquierda) de 200 ml y labscale pellicon (derecha) de 500 ml de
capacidad.
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3.2.5. Conjugacion del sistema nanoparticula de oro con acido
hialurénico tiolado y farmaco antitumoral

Se conjugaron al sistema EDS1 diferentes fairmacos antitumorales para validar

el sistema de liberacién (Figura 3.8).

Figura 3.8 Representaciéon de la conjugacion EDS1 con un farmaco.

Los farmacos antitumorales utilizados para validar el EDS1 son (Figura 3.9):

Cl  _NH;
Pt
o MNH,

Cisplatino

sz 0.9
Oxaliplatino [ “pr I
. o

5-Fluorouracilo

Figura 3.9 Representacién molecular de los fdarmacos antitumorales.
Cisplatino, Oxaliplatino y 5-Fluorouracilo.

Las diferentes drogas se conjugaron al sistema EDS1 mediante diferentes

estrategias, dependiendo de las caracteristicas fisico-quimicas de cada molécula
(Tabla 3.1).

Firmaco Ligando Via
Cisplatino Ligando L Al
A2

Ligando L2 B.1 Firmaco Ligando Via

B.2 5-Fluorouracilo Ligando L Al

Az |

HASH C1

c2 Cistamina B
C3

HASH C
Oxaliplatino | Ligando L Al
A2
HASH B.1
B.2

Tabla 3.1 Resumen de los productos EDS1-farmaco. Cada una de las vias se
diferencia por las concentracién de los compuestos del sistema de liberacion.
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3.2.5.1. Sintesis de EDS1 con cisplatino

Se disefiaron diferentes vias (A, B y C) para la conjugacién del Cis con EDS1.

3.2.5.1.1. Via A Cis

En la estrategia seguida en la via A Cis, el firmaco se unié directamente a la
AuNP del EDS1 mediante el ligando L. El ligando L se sintetizé para obtener un tiol
terminal (unién con la AuNP) y un grupo funcional, en este caso una amida, para
enlazarse al farmaco. Siguiendo la estrategia de la via A Cis, se conjugaron dos

concentraciones diferentes de fairmaco: 825 pM para A.1y 9,95 uM para A.2.

OH

o
\ Q Ho— OH 4 i NH
A 3
\-‘N- \-"'§\~N —— 5@ SCH,CHN CO_‘_M_/
OH Lot 1 “NH,
b 0 3
0=,

Figura 3.10 Representacién de la conjugacion del EDS1 con el Cis por la
via A Cis

Sintesis del ligando L
La sintesis del ligando L consté de tres pasos como se indica en el esquema de

la Figura 3.11.

(o]
o 0
_— EtOH el s
A TSN Et,N  Br AL HC™ 0 i CHg
HzN NHz + o \)J\O CHy =t H}C\/O—g—/ “‘-/"“.‘:—.;./"v TDVCHS
6h, R.T
2HCL
Cistamina hidroclérica Bromoacetato de etilo Derivado carboxi-metilado de cistamina
o] 0
A~ | | o
:jg\/o Mg~ \/2:1 + I\.L:}iili + :nr|] it TR s e T
E H 4h pH3 O—g_‘ §—8 To
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Figura 3.11 Esquema de la sintesis del Ligando L.

La sintesis se obtuvo mediante la reaccién de una solucién de 49,95 mM de
diclorhidrato de cistamina disuelta en etanol y 0,72 M de trietilamina, donde se afiadié
bromoacetato de etilo a 0,30 M y 31,32 uM de ioduro de potasio. Después de 6 h en
agitacion a temperatura ambiente, el sélido insoluble se filtré. El liquido filtrado se

rotavaporoé y se realizé una cromatografia flash (1:1 CH,Cl;:EtOAc).
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La desproteccion del grupo carboxilico se obtuvo disolviendo el producto en
MeOH:NaOH (2:1), con agitacién durante toda la noche. Se disolvié en H,OmilliQ y se
llevé a pH 3 con HCl 1 M. El precipitado (ligando L) apareci6 a baja temperatura. Se
filtré y se limpié el s6lido con EtOH/H0. La sintesis es una modificacién de la reaccién

descrita en la bibliografia (Xu et al., 2009).

Conjugacion:

La conjugacién del ligando L al Cis y este al EDS1 se realiz6 con una solucién de
AuNPs 12 nm a una concentracién de 322 ppm de Au afladiendo 0,4 mM de L en
MeOH, manteniendo la solucién durante 4 h en agitacion. La solucién se llevé a pH 10
con NaOH 1 M. Se afiadié 825 pM de Cis (via A.1) y 12,5 uM de HASH 30-50 kDa, se
volvio a pasar por el stirrercell de 200 ml (Millipore) con una membrana de

ultrafiltracion compuesta de celulosa regenerada 100 kDa (Millipore).

Para la via A.2 se procedié de la misma manera que para la via A.1 modificando

la concentraciéon de L a 4,9 uM y la del Cis a 9,95 puM.

3.2.5.1.2. Via B Cis

La estrategia en la via B Cis es la uni6 del farmaco a la AuNP del EDS1
mediante el ligando 11-mercaptoundecanoico (MUA) (L2), el cual se uni6 a Cis a
través del grupo carboxilico y mediante el tiol a la AuNP del EDS1. Siguiendo la
estrategia de la via B Cis, se conjugaron dos concentraciones diferentes de fAirmaco:

825 pM para B.1y 9,95 uM para B.2.
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o=

Figura 3.12 Representacién de la conjugacion del EDS1 con el Cis por la
via B Cis.

La conjugacion del Cis con el ligando MUA (Figura 3.12) se sintetiz6 en una
soluciéon de AuNPs 12 nm a una concentraciéon de 322 ppm de Au, donde se conjugé
afiadiendo 1,65 mM del ligando L2 (MUA) manteniendo la solucién durante 4 h en

agitacion. La solucién se llevé a pH 10 con NaOH 1 M. Se afiadié 825 puM de Cis para la
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via B.1 y 12,5 uM de HASH 30-50 kDa, posteriormente se volvié a pasar por el
stirrercell de 200 ml (Millipore) con una membrana de ultrafiltracién compuesta de

celulosa regenerada 100 kDa (Millipore).

Para la via B.2 se procedi6 de la misma manera que para la via B.1 pero

modificando la concentracién de L2 a 2 uM y la del Cis a 9,95 pM.

3.2.5.1.3. Via C Cis

La estrategia via C Cis uni6 el Cis al EDS1 mediante la conjugaciéon directa al
HASH. Se afiadieron tres concentraciones de Cis al conjugado: 2000 pM para C.1; 500

puM para C.2 'y 20 uM para C.3.

Figura 3.13 Representacién de la conjugacion del EDS1 con el Cis por la
via C Cis.

La conjugacion del Cis al sistema EDS1 (Figura 3.13) consistié en una solucién
de AuNPs 12 nm a 100 ppm de Au donde se anadi6 37,5 uM de HASH 30-50 kDa.
Pasados 30 minutos, se purific6 el sistema mediante ultrafiltracion en el stirrercell de
200 ml (Millipore) con una membrana de ultrafiltracién compuesta de celulosa
regenerada 100 kDa (Millipore). A continuacién, se afiadié una concentraciéon de Cis
correspondiente a 2000 uM. La sintesis se llev6 a 40+5 2C, toda la noche en agitacion.
Finalmente, se volvié a pasar por el stirrercell de 200 ml (Millipore) con una
membrana de ultrafiltracion compuesta de celulosa regenerada 100 kDa (Millipore)

con el objetivo de eliminar el exceso y concentrar el producto hasta 1000 ppm.

Para las via C.2 y C.3, se procedié de la misma manera que para la via C.1 pero

modificando la concentracién de Cis a 500 pM y 20 uM, respectivamente.
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3.2.5.1.4. Estabilidad en el tiempo

El producto C.1 Cis se almacené a 4 °C y se recogié muestra para el andlisis de
estabilidad pasados un mes y tres meses. La muestra extraida se ultrafiltré en el
stirrercell de 200 ml (Millipore) con una membrana de ultrafiltracién compuesta de
celulosa regenerada 100 kDa (Millipore) y se analizaron mediante ICP-MS las dos

partes de la ultrafiltracion.

3.2.5.1.5. Estabilidad segtin el pH

La solucién acuosa del candidato C.1 Cis fue cambiada a PBS mediante el
stirrercell de 200 ml (Millipore) utilizando una membrana de ultrafiltracion
compuesta de celulosa regenerada 100 kDa (Millipore). A continuacién se ajustaron
los pH (7,5 y 3 pH) mediante NaOH 1 M y HCI 1 M. 1,3 ml de cada solucién se
centrifugdé a 3600 rpm durante 2+2+1 minutos utilizando las unidades de
centrifugacion Amicon-15 centrifugal filter units (Millipore). La solucién resultante de

la filtracién se analiz6 mediante ICP-MS.

3.2.5.1.6. Estabilidad enzimatica

La muestra C.1 Cis se incub6 con 250 u/mg de hialuronidasa y fue filtrada a
diferentes tiempos (1, 4, 6, 12, 24 y 48 h) mediante el stirrercell de 200 ml (Millipore)
con una membrana de ultrafiltracién compuesta de celulosa regenerada 100 kDa

(Millipore). Las dos partes de la filtracién fueron analizadas mediante ICP-MS.

3.2.5.2. Sintesis del EDS1 con oxaliplatino

Se diseflaron protocolos especificos para la conjugaciéon doble del EDS1 con el

Oxa.

3.2.5.2.1. Via A Oxa

En la via A Oxa el farmaco se enlazé a la AuNP mediante el ligando L
(sintetizado en el apartado 3.2.5.1.1) que contiene un tiol. Mediante la amida del
ligando L, este se une al Oxa. Se conjugaron dos concentraciones diferentes de

farmaco: 825 pM para A.1y 20 pM para A.2.
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Figura 3.14 Representacion de la conjugacion del EDS1 con el Oxa por la
via A Oxa.

Una soluciéon de AuNPs 12 nm a una concentraciéon de 322 ppm de Au se
conjug6 afladiendo 0,4 mM de ligando L (sintetizado en el apartado 3.2.5.1.1) en MeOH
manteniendo la solucién durante 4 h en agitacién. La solucién se llevé a pH 10 con
NaOH 1 M. Se anadi6 825 pM de Oxa y 12,5 pM de HASH 30-50 kDa para la via A.1.
Finalmente, se volvié a pasar por el stirrercell de 200 ml (Millipore) con una

membrana de ultrafiltracién compuesta de celulosa regenerada 100 kDa (Millipore).

Para la via A.2 se procedié de la misma manera que para la via A.1 modificando

la concentraciéon de L a 0,05 mM y la del Oxa a 20 uM.

3.2.5.2.2. Via B Oxa

El Oxa se conjugé directamente al HASH del sistema EDS1 en la via B Oxa.
Se afiadieron tres concentraciones de Oxa al conjugado: 20000 uM para B.1;

1500 uM para B.2 y 500 uM para B.3.

Figura 3.15 Representacion de la conjugacion del EDS1 con el Oxa por la
via B Oxa.

Para obtener el sistema EDS1-Oxa que se representa en la Figura 3.15 se
utilizé una solucién de AuNPs 12 nm a una concentraciéon de 100 ppm de Au y se
conjug6 afiadiendo 0,038 mM de HASH 30-50 kDa y dejando 30 min en agitacién. A
continuacioén se limpié y concentré pasando por el stirrercell de 200 ml (Millipore) con

una membrana de ultrafiltracién compuesta de celulosa regenerada 100 kDa
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(Millipore) hasta obtener una concentracién de AuNPs de 1000 ppm. A continuacion
se anadi6 el Oxa a una concentraciéon de 20000 uM (via B.1), 1500 pM (via B.2) y 500
uM (via B.3). Finalmente, se volvié a pasar por el stirrercell de 200 ml (Millipore) con
una membrana de ultrafiltracién compuesta de celulosa regenerada 100 kDa

(Millipore) para eliminar el exceso de droga que no se habia conjugado al sistema.

3.2.5.3. Sintesis del EDS1 con 5- fluorouracilo

Se disefnaron diferentes vias (via A, B y C) para la conjugacion del 5-Fu con el

EDS1.

3.2.5.3.1. Via A 5-Fu

La via A 5-Fu consistié en unir el farmaco a la AuNP del EDS1 mediante el

ligando L (sintetizado en el apartado 3.2.5.1.1) (Figura 3.16).
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Figura 3.16 Representacion de la conjugacion del EDS1 con el 5-Fu por la
via A 5-Fu.

La sintesis de la via A 5-Fu se realizé con dos concentraciones diferentes del

farmaco (A.1y A.2 5-Fu).

La reaccién de la via A.1 5-Fu se realiz6 mediante la adicién de 1,25 pM de
HASH 30-50 kDa y 16,08 uM de ligando L en una solucién de AuNPs 12 nm a 33 ppm.

Posteriormente se afiadieron 35,11 pM 5-Fu disuelto en MeOH.

La conjugacion de la via A.2 5-Fu fue mediante la adicién de 0,75 uM de HASH
30-50 kDa y 21,78 uM de ligando L en una soluciéon de AuNPs 12 nm a 33 ppm. A

continuacién, 35,11 uM 5-Fu disuelto en MeOH se afiadi6 a la solucién.

3.2.5.3.2. Via B 5-Fu

La via B 5-FU uni6 el farmaco a la AuNP del EDS1 mediante la modificacion del

propio farmaco con cistamina (Figura 3.17).
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Figura 3.17 Representacion de la conjugacién del EDS1 con el 5-Fu por la
via B 5-Fu.

La via B 5-Fu requiri6é de un cambio en la molécula del 5-Fu. La modificaciéon se
hizo con el objetivo de tener un tiol terminal en el fArmaco (Figura 3.18) y conjugarlo

directamente a la AuNP del sistema EDS1 (Figura 3.17).
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Figura 3.18 Representacion de la reaccion de sintesis del 5-Fu modificado.

La reaccién para obtener el 5-Fu derivado acido se realiz6 adicionando en H;0,
1,33 mM de 5-Fu, junto con 2,66 M de NaOH. Seguidamente se afiadieron 8 ml de 2,41
M de 4cido cloroacético. La solucién se llevé a pH 10 y se dejé la reaccién en reflujo
durante 2 h tras las cuales se acidific6 la solucién hasta pH 2 y se mantuvo en hielo. El

precipitado obtenido se filtré y se limpié con H;O fria.

El producto final requiere de la adicién de 0,20 M del derivado &cido
anteriormente sintetizado y 0,23 M de HOBT (N-hidroxibenzotriazole) en DMF
(dimethilformamida). A continuacién se afiadi6 98,84 mM de diclorhidrato de
cistamina y 1,7 ml de 8,95 M EDC (N-(3 dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida) en
trietilamina. Se dejo la reaccion durante 10 h. Se filtré para extraer el disolvente y el
producto obtenido se lavé con diclorometano y con una solucién de bicarbonato al

5%.
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Se hicieron reaccionar en una solucién de AuNPs a 33 ppm de Au, 31,02 pM del
5-Fu modificado disuelto en DMSO y 12,5 uM de HASH 30-50 kDa. Se purificé
mediante el stirrercell de 200 ml (Millipore) con una membrana de ultrafiltracién

compuesta de celulosa regenerada 100 kDa (Millipore).

3.2.5.3.3. Via C 5-Fu

En la via C 5-Fu, el 5-Fu se unié al EDS1 mediante la conjugacién directa al

HASH (Figura 3.19).

Figura 3.19 Representacion de la conjugaciéon del EDS1 con el 5-Fu por la
via C 5-Fu.

Se hizo reaccionar en solucién acuosa 50 uM de HASH 30-50 kDa, 5,22 mM de
n-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida(EDC), 5,22 mM de (N-
hidroxisuccinimida) NHS y 4,61 mM de 5-Fu. Esta solucién se mantuvo en agitaciéon 24

h. Se dializ6 con una membrana de dialisis de corte de 500-1000 Da.

3.2.6. Métodos in vitro
3.2.6.1. Cultivo celular

Las células se cultivaron de forma rutinaria en DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) suplementado con 10% de FBS (Serum bovino fetal), 100 unidades de
penicilina/ml, estreptomicina 100 pg/ml, y 2 mM de glutamina. Las lineas celulares se
mantuvieron en un incubador humidificado a 37 °C, 5% de CO; y se pasan cada 3-4

dias.

3.2.6.2. Internalizacion

Panc-1 (linea de pancreas humano con niveles altos de expresién de CD44)
fueron sembradas en placas de 6 pocillos, 300000 células/pocillo. Las células se

incubaron a 37 °C durante 48 horas, el ciclo celular fue detenido O/N por la privacion
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de suero (medio de crecimiento que contiene 0,2% de FBS) y posteriormente las
células se trataron con EDS durante 30 minutos. Las células fueron lavadas cuatro
veces con 0,01% de Tween-PBS con el fin de eliminar las NPs unidas en la superficie
celular. Se recogieron a continuacién mediante un cuidadoso raspado y se
sedimentaron por centrifugacion. Los sedimentos se almacenaron a -80 °C hasta el

andlisis por ICP-MS.

3.2.6.3. Citotoxicidad

El ensayo de citotoxicidad empleado para determinar la IC50 de los
nanosistemas utilizé 4-nitrofenil N-acetil-beta-D-glucosaminida, sustrato para la
hexosaminidasa intracelular (sustrato HEX). La hexosaminidasa es una enzima que
cataliza la escision de 4-nitrofenol del sustrato, el cual puede ser medido por el

espectrofotémetro.

El sustrato HEX se preparé con 7,5 mM de la molécula, 0,1 M de citrato de
sodio y Triton-X al 0,25%, ajustando la solucidn a pH 5. Se agité y filtro (0,2 pm filtro
Pes). Se guardé6 a -20 °C.

La solucién de revelado HEX se preparé disolviendo 50 mM de glicina con 5

mM de EDTA y llevando la solucién a pH 10,4. Se guardé a -20 °C.

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos, 8x103 células/pocillo. Se
dejaron crecer durante un minimo de 24 horas para llegar a la fase logaritmica de
crecimiento celular y a continuacién se afiadieron a cada pocillo los tratamientos. Se
utilizé una serie de dilucién de 1/4, a partir de 1000 ppm de Au. Después de 72 horas
de incubacién, se visualizaron mediante microscopio de luz. Las células se lavaron con
PBS tres veces. El sustrato HEX se afiadi6 en los pocillos de 15 minutos a 2 horas, hasta
que el color comenzé a girar a un amarillo muy claro. A continuacion, se afiadié la
solucion de revelado HEX y se midié6 la absorbancia a 410 nm por el

espectrofotémetro Biotek PowerWave XS.

Se utiliz6 medio completo de cultivo celular como control negativo, al que se
compararon todas las diluciones del producto que se realizaron en el mismo medio.

Los experimentos de citotoxicidad se realizaron con 6 repeticiones paralelas y un
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minimo de tres veces. Los valores de IC50 se calcularon utilizando las curvas de

viabilidad generadas por los resultados en el software GraphPad Prism.

3.2.7. Técnicas de Caracterizacion
3.2.7.1. Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis)

El valor caracteristico de la resonancia de los plasmones de superficie (SPR,
siglas en inglés) permitié determinar la estabilidad, concentracién y cambios en la

superficie de las AuNPs.

SPR es la propiedad éptica mas destacable de las NPs metdlicas. Consiste en
una oscilacién colectiva de los electrones del material cuando son excitados con luz. La
absorciéon depende del tamafio, indice de refracciéon del medio y de las moléculas que

recubren las NPs (Doyen et al., 2013; Haiss et al., 2007; Klar et al., 1998).

La caracterizacion de las NPs se realizé mediante espectroscopia ultravioleta-
visible (UV-2501 PC, UV-Vis recording Spectrophotometer Shimadzu), permitiendo
identificar la posicion de la banda SPR. Las cubetas desechables utilizadas requieren

un minimo de volumen de 0,8 ml.

Las medidas también se obtuvieron mediante un espectrofotémetro de placas
Power Wave XS con el software Gen 5 (BioTek). Al utilizar placas de 96 pocillos se
reduce la cantidad de muestra a analizar, la cantidad minima por andlisis es de 0,15

ml.

3.2.7.2. Microscopia electréonica de transmision (TEM)

La microscopia electrénica de transmision (TEM, siglas en inglés) permite la
observacion directa de la muestra ultrafina obteniendo una imagen de los electrones
que atraviesan la muestra. Un filamento de tungsteno genera un haz de electrones que
son acelerados y dirigidos hacia la muestra mediante lentes electromagnéticas en
condiciones de alto vacio. Después de pasar a través de la muestra, los electrones son
recogidos y focalizados por la lente objetivo. La imagen es ampliada por las lentes

proyectoras hacia la pantalla fluorescente, donde se define la imagen final.

104



MATERIALES Y METODOS

Algunos materiales que contienen suficiente densidad electrénica como las
AuNPs, pueden ser detectados directamente por TEM. Sin embargo, otras moléculas
organicas no tienen suficiente densidad electrénica y necesitan un procesamiento

previo para ser observadas.

Para los estudios de esta tesis, se utilizé un Microscopio Electrénico Jeol 1010
(Jap6n) y se trabajo a 80 kV con una cdmara CCD Megaview IIl y un software de
adquisicion de imagenes AnalySIS. 10ul de la muestra se depositaron sobre la rejilla
(formvar coated 200-mesh copper grid, Ted Pella,inc.) y se dejé secar al aire. El
tratamiento de imagen se realizé mediante el software Image | y el programa
estadistico Statgraphics. De cada muestra se midieron 200 particulas para obtener una

media de distribucién de tamafio y su desviacion tipica.

Técnica de tincion negativa

La tinciébn negativa es una técnica utilizada en microscopia para crear
contraste y visualizar moléculas con baja densidad electrénica que no pueden ser
detectadas directamente. Se utiliza un contraste opaco a los electrones del haz; son
substancias de alto nimero atémico como el acetato de uranilo y el fosfotungstato de

sodio.

La tincién de acetato de uranilo se realiz6 al 2% a pH 4. La rejilla de TEM se
puso sobre una gota de la muestra a analizar durante un minuto. Se extrajo y se dejo
durante un minuto sobre la gota del acetato de uranilo tifiendo la muestra. Finalmente
la rejilla se posé sobre una gota de agua para extraer el exceso de material. La rejilla se

observé por el TEM.

La tincién con fosfotungstato de sodio a pH 7,5 se realiz6 de la misma manera

que la descrita anteriormente para el acetato de uranilo.

3.2.7.3. Microscopia electréonica de transmision de alta resoluciéon (HR-TEM)

Se utilizé un microscopio electréonico TEM 200 kV con cafién de emisién de
campo JEOL JEM 2010F. El software de adquisiciéon de imagenes fue el AnalySIS. 10 pl

de la muestra se depositaron sobre la rejilla (formvar coated 200-mesh copper grid, Ted
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Pella,inc) y se dej6é secar al aire. El tratamiento de imagen se realizé mediante el

software Image ] y el programa estadistico Statgraphics.

3.2.7.4. Dispersion dinamica de luz (DLS)

La dispersién dindmica de luz (DLS, siglas en inglés), es una técnica no invasiva
que permite medir el tamafio de las NPs en dispersién. La técnica mide las
fluctuaciones dependientes del tiempo mediante la intensidad de luz dispersada en la
suspension de particulas, es decir, el movimiento browniano aleatorio. El andlisis de
las fluctuaciones de intensidad permiten determinar los coeficientes de difusion, lo
que a su vez se transforma en el tamafio hidrodinamico de particula a través de la

ecuacion de Stokes-Einstein (Pecora et al., 2006).
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Figura 3.20 Ecuacién Stokes-Einstein. Ecuacion utilizada para el cdlculo del
tamario hidrodindmico de la particula a partir del andlisis del movimiento browniano.

La caracterizaciéon de las NPs mediante DLS aporta informacién sobre la
homogeneidad, el diAmetro e incluso los agregados de la muestra. Aunque el TEM es
una buena técnica para visualizar las NPs, desde un punto de vista estadistico sélo se
obtiene el tamafo de unas decenas o cientos de NPs. Sin embargo, utilizando el DLS,
estadisticamente se obtiene una visién mas amplia de los valores caracterizados. Con
el DLS se obtienen valores de tamafio de particula basado en nimero, en volumen y en

intensidad.

Los anadlisis DLS se llevaron a cabo en un Zetasizer de la serie nano ZS de la
casa Malvern (Malvern Instrument, UK) a una longitud de onda de 532 nm y un angulo
fijo de dispersion de 1732. La muestra liquida se midié con una cubeta de camino
optico de 1 cm. Se midieron 4 lotes para obtener una media de distribucién de tamafio

y su desviacion tipica.
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3.2.7.5. Potencial Z (Pot-Z)

El potencial Z (Pot-Z) se utiliza para evaluar la estabilidad de carga de un
sistema disperso. La carga superficial de las NPs adquirida en una solucién se debe a la

ionizacién en la superficie o a la adsorcién de especies cargadas.

Cuando el potencial zeta es bajo, el diferencial entre la carga de las capas de
solvatacién y la carga dispersa en el medio es bajo en valor absoluto, es posible la
formacién de agregados. En este caso la carga superficial de la particula atrae otras
particulas envueltas con cargas de signo contrario. Pero cuando el potencial zeta es,
en valor absoluto, superior a 30 mV, entonces predominan las fuerzas de repulsién
electrostatica entre las cargas de iones envolventes y las agregaciones ya no son

posibles (Zeta Potential Using Laser Doppler Electrophoresis - www.malvern.com).

El Pot-Z se mide mediante la aplicaciéon de un campo eléctrico a la solucion de
NPs, por lo que éstas migraran hacia el electrodo de carga opuesta con una velocidad
proporcional a la magnitud del Pot-Z. Esta velocidad se mide utilizando la técnica de
anemometria de laser Doppler. El desplazamiento de frecuencia o de fase de un haz de
laser incidente causado por estas particulas en movimiento, se mide como la
movilidad de las particulas y esta movilidad se convierte en el Pot-Z mediante la
introduccién de la viscosidad dispersante y la aplicacién de las teorfas de

Smoluchowski o Huckel (www.malvern.com).

El Pot-Z fue analizado en el Zetasizer de la serie nanos ZS con una cubeta que
consta de un capilar en forma de U que utiliza dos electrodos de placas paralelas
planas (Disposable capillary cell, Malvern Instrument,UK). Se midieron 4 Ilotes

diferentes con el objetivo de obtener medias y desviacidnes tipicas.

3.2.7.6. Espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-
MS)

La espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS,

siglas en inglés), analiza la mayoria de elementos de la tabla periddica con una

sensibilidad que llega a niveles de partes por billén (ppb), ideal para trazas.
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La muestra, en solucioén, se introduce en forma de nebulizado con argén, en la
corriente de argén que genera el plasma en la antorcha. Cuando los componentes de la
muestra llegan a la zona de plasma se encuentran con una zona donde las
temperaturas pueden llegar a los 10000 °K. Alli las moléculas se rompen en dtomos y
éstos pierden capas de electrones, resultando iones positivos y electrones (plasma). La
corriente de argén arrastra el plasma generado hacia zonas mas frias, donde los
atomos recuperan los electrones con la consiguiente emisién de fotones caracteristica
de cada elemento de la tabla periédica (espectro de emisién) que sirve para el analisis
elemental de la muestra. Alternativamente, un campo eléctrico intenso puede arrancar
iones positivos de la zona de plasma e introducirlos en un espectrémetro de masas,
otra manera de proceder al analisis elemental de los componentes de la muestra

(Ammann et al,, 2007; Thomas et al., 2001).

Las muestras analizadas en la presente tesis fueron digeridas previamente con
acidos (HNOs y HCI) para degradar la materia orgdnica que pudiesen tener

determinadas muestras. Los acidos utilizados generaron agua regia que diluia el oro.

El ICP-MS utilizado fue un instrumento Perkin Elmer Optima 3200RL, en
condiciones estandar, calibrado con patrones preparados con una solucién de tiourea
de 200 ppm en HCI 1% y utilizando rodio como patrdn interno. Los patrones son de 1
g/L trazables a NIST (National Institute of Standards and Technology de EEUU). Se
analizaron 4 lotes diferentes cuyos valores obtenidos dieron el resultado de valores

medios y desviaciénes tipicas.

Este andlisis permitié saber la cantidad de oro de las muestras, por tanto la
cantidad y/o concentracién de AuNPs. Ademads, también se utiliz6 para cuantificar la

cantidad de Pt que contienen los fArmacos platinados.

A partir del resultado del ICP-MS de las soluciones, se obtuvo la concentracion
de Au que contenia la muestra. Siguiendo la férmula que se muestra a continuacién
(Figura 3.21), obtuvimos el nimero de NPs de la muestra y por consiguiente, su

molaridad.
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Vaw  masay,/6
Ne NP= - Au Au

V np t-D3/6

Figura 3.21 Ecuacién para determinar el niimero de NPs esféricas.

3.2.7.7. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica que
utiliza las propiedades magnéticas de los nucleos atémicos de las moléculas. Esta
técnica proporciona informacién de la estructura, dindmica, estado de reaccién y el

ambiente quimico de las moléculas.

Se realizaron experimentos de RMN 1D y 2D para determinar la estructura del
acido hialurénico y poder determinar la posiciéon estructural de la modificacién de
tiolacién en la molécula. También fue utilizada como herramienta de analisis de las
reacciones de sintesis de los ligandos y modificaciones de fArmacos para determinar la

estructura del compuesto final.

Se registraron en los espectrometros Mercury 400 (400 MHz), Varian Inova-
500 (500 MHz), Varian VNMRS500 (500 MHz) y en el Bruker Avance 600 (600 MHz).
Las muestras fueron liofilizadas previamente y como disolventes se utilizaron D0,

CDCl3, y DMSO- dé6.

La interpretacion de los espectros se facilit6 empleando los siguientes

andlisis; tH, 13C, HSQC, COSY, zTocsy, HMBC y 19F.

3.2.7.8. Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR)

La espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR, siglas en
inglés) nos muestra la energia absorbida por la muestra en las longitudes de onda del
IR, cuando coincide la frecuencia de excitaciéon de un enlace con la emitida por el rayo,
dando un espectro de absorbancia o transmitancia que permite interpretar los enlaces

presentes en la molécula analizada.

Se ha utilizado el FT-IR para la interpretacién de los enlaces de la molécula de

HA y poder analizar las modificaciones debidas a la tiolacién.
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Se realizaron en el espectrofotémetro Thermo Scientific Nicolet iZ120 (ATR

diamant, detector DTGS) en el rango de 4000 a 525 cm-1.

3.2.7.9. Microscopia de fuerza atomica (AFM)

La microscopia de fuerza atémica (AFM, siglas en inglés) utiliza una punta de
dos micras que se encuentra localizada en un cantiléver, el cual ejerce una fuerza y se
deforma elasticamente cuando escanea una muestra bajo su punta. La medida de las
deflexiones del cantiléver permite a los sensores detectar los cambios y generar un

mapa topografico de la superficie de la muestra (Moghimi et al., 2005).

Se utilizé el AFM para obtener imagenes y analizar el tamafio, distribucién y

estabilidad de las muestras.

La muestra que se analizé fue depositada en un substrato de mica. Una gota de

10 pl a una concentraciéon de Au de 100 ppm fue afiadida y secada al aire.

Las imagenes por AFM se realizaron con un microscopio Multimodo 8 de
fuerza atémica unida a una Nanoscope V electrénica (Bruker) que opera en Peak Force
QNM (Quantitative nanomechanical mapping) a temperatura ambiente. La sonda de
AFM que se utiliz6 en los experimentos tienen nitruro de silicio triangular en el
cantiléver con 6xido de silicio (SNL-10, Bruker). La constante eléctrica nominal fue

0,35 nN/nm. Las imagenes fueron tratadas con el software Nanoscope.

3.2.7.10. Nanosight (NTA)

El Nanosight (NTA, siglas en inglés), es capaz de medir el tamafio de particula,
la agregacion y la concentracion en la disolucién, mediante una luz laser que visualiza
la luz dispersada de las particulas. El tamafio puede ser analizado en un rango de 10-
2000 nm mediante la relacién de velocidad del movimiento browniano de las

particulas.

El software de NTA es capaz de identificar y realizar un seguimiento de las NPs
individuales que se mueven bajo el movimiento browniano. Este movimiento es
referido a un tamafio de particula concreto de acuerdo con la férmula derivada de la

ecuacion de Stokes-Einstein (Figura 3.20) (Filipe et al,, 2010).
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El Nanosight se utilizé para analizar los diferentes conjugados EDS1, EDS2 y
EDS3, para poder obtener el tamano de particula y su distribucién. Las muestras
fueron diluidas en H,OmilliQ hasta una medida de concentraciéon entre 107 y 109

NP/ml.

Las medidas NTA fueron realizadas con un Nanosight LM14 (Nanosight,
Amesbury,UK), con una cadmara de alta sensibilidad CMOS y con ajustes de track lenght
y Blur en automatico, el tiempo de exposicidon fue de 25 ms. Los videos se midieron
durante 60s. Las medidas fueron tomadas a temperatura ambiente. El software

utilizado para el analisis fue NTA 2.3 build 0033.

3.2.7.11. Analisis elemental organico (AEO)

El AEO es una técnica que analiza el porcentaje de carbono, hidrégeno,
nitrégeno y azufre presente en la muestra. La combustion con oxigeno puro a 1000 °C,
aproximadamente, provoca la oxidacién de la muestra dando como productos COy,
H,0, 6xidos de nitrégeno, 6xidos de azufre y o6xidos metdlicos. Estos productos,
resultado de la combustion, son arrastrados con He a través de un tubo de reduccion,
transformados en CO2, H;0, N2 y SO, y separados selectivamente por columnas de
cromatografia de gases especificas para ser detectados por conductividad térmica,
proporcionando una sefal a la concentracién de cada uno de los componentes

individuales de la mezcla.

Con esta técnica, s6lo es detectable la materia organica, no los metales, por
tanto, se utiliz6 para cuantificar el HA y los diferentes componentes de los sistemas de

liberacién, como los ligandos e incluso los farmacos.

La muestra se liofilizé previamente al andlisis. El andlisis fue realizado
mediante un analizador elemental organico Thermo EA 1108 (Thermo Scientific)
trabajando en condiciones estidndar recomendadas por el proveedor del instrumento
(flujo de helio a 120 ml/min, horno de combustién a 1000 °C, horno de columna
cromatografica a 60 2C, oxigeno dentro de bucle a 10 ml a 100 kPa). Se analizaron 4
lotes diferentes de cada compuesto, cuyos valores obtenidos dieron el resultado de

valores medios y desviacidnes tipicas.
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También se utilizé un analizador elemental organico Thermo EA Flash 2000
(Thermo Scientific) trabajando en condiciones estandar recomendadas por el
proveedor del instrumento (flujo de helio a 140 ml/min, horno de combustién a 950
2C, horno de columna cromatografica a 65 2C, oxigeno dentro de bucle a 10 ml a 250

kPa).

Con los resultados obtenidos por AEO de porcentaje de carbono y nitrégeno, se
obtuvo la relacion final del nimero de moléculas de HA respecto a una AuNP. Para
obtener este valor hay que calcular los pg de hialurénico que hay en la muestra
teniendo en cuenta el peso de muestra analizado y las relaciones molares obtenidos de
los resultados de la técnica. En el caso de la introduccién del valor de la NP hay que
normalizar con el volumen de muestra analizado y la cantidad de Au que se obtiene

mediante la técnica de ICP-MS.

Para realizar el calculo teérico del nimero de moléculas que hay alrededor de
una AuNP, debemos calcular el ndmero teérico de atomos de oro que hay en la
superficie de la AuNP. Este cdlculo se realiza a través de la siguiente férmula (Figura

3.22):

V carcasa esfera 4/3 L [ R“3 = (Rn-ZR:\uP]

o . poe
N = dtomos de Au = -
en superficie V Au

4/3 R, 3

Figura 3.22 Ecuacion para determinar el niimero de dtomos en la
superficie de una NP esférica. V = volumen; Rau= radio de un dtomo de Au 'y R = radio
de la NP.

3.2.7.12. Andlisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis termogavimétrico (TGA, siglas en inglés) utiliza termobalanzas para

medir el cambio de masa de la muestra con el cambio de temperatura.

Particularmente, en la presente tesis, se utiliz6 el TGA para conocer el
porcentaje de material que recubre la NP. La AuNP no se degrada a la temperatura del

andlisis, por tanto la curva que se obtiene es de la materia organica que la recubre.
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La muestra fue liofilizada previamente. El instrumento utilizado para el
andlisis termogravimétrico fue una termobalanza Mettler STAR S.W. 8.10 en
condiciones de temperaturas de 30,0 a 800,0 °C para todas las muestras. Las muestras

se calentaron a una velocidad de 10,00 °C/min en aire 50,0 ml/min.

3.2.7.13. Espectroscopia electrénica para analisis quimico (ESCA)

La espectroscopia electrénica para andlisis quimico (ESCA o XPS, siglas en
inglés) se obtiene irradiando la superficie de la muestra con rayos X mientras se mide
la energia cinética y el niimero de electrones que se escapan del material. Se utiliza
para conocer la estequiometria, el estado quimico y la estructura electrénica de los

elementos que hay en el material.

Se utiliz6 el ESCA para analizar las AuNPs, determinando el estado de
oxidacién del Auy comprobando que la reaccién de sintesis de AuNPs se habia llevado

a cabo completamente. Ademas también se analizé la composicién del EDS1.

Los experimentos de ESCA se hicieron en un PHI 5500 Multitechnique System
(Physical electronics) con una fuente de rayos X monocromatica (Aluminium Kalfa line
de 1486,6 eV y 350 W), situado en perpendicular al analizador y calibrado utilizando
la linea 3d5/2 del Ag con una anchura total a la mitad del maximo (FWHM) de 0,8 eV.
El &rea analizada fue un circulo de 0,8 mm de didmetro y la resolucién seleccionada
para los espectros fue 187,5 eV al paso de la energia 0,1 eV/paso para los espectros de
los diferentes elementos en los espectros de perfil profundo. Se utiliz6 un cafién de
electrones de baja energia (menos de 10 eV) para descargar la superficie cuando fue
necesario. Todas las mediciones se realizaron a alto vacio (UVH, ultra high vacuum),

con unos valores en la cAmara de presién entre 5x10-9y 2x10-8 torr.

3.2.7.14. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La microscopia electrénica de barrido (SEM, Siglas en inglés) requiere que la
muestra sea conductora de electrones. Eso es posible que suceda directamente con las
muestras analizadas, pero en el caso que no lo sean, en ocasiones se recubren con una
capa fina de metal. Electrones acelerados se transmiten a la muestra conductora

barriendo la superficie y el detector mide la intensidad de electrones que se
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desprenden. Esta intensidad es leida e interpretada para dar como resultado una

imagen en tres dimensiones de la superficie de la muestra.

Se utiliz6 el SEM con el objetivo de obtener imagenes 3D del sistema EDS1

para poder visualizar la disposiciéon del HASH en las AuNPs.

Las muestras se diluyeron hasta 100 ppm de Au. 10 pl de la muestras se
depositaron en una rejilla y se dejaron secar al aire. El equipo utilizado fue un Zeis
DSM 940°. Las imagenes fueron tomadas con un voltaje de aceleracién de electrones
desde 2,5 a 15 Kv, la corriente del haz de 36 a 160 pA y los detectores utilizados
fueron: TLD (thought-the -lens detector); ETD(everhart-thornley detector) y LVD (low

vacuum secondary electron detector).

También se utiliz6é un equipo FEI Magellan 400 L XHR. El voltaje de aceleracion
de electrones fue de 20 kV, la corriente del haz de 100 pA, los detectores utilizados
fueron: SE (secondary electrons, para imagen de superficie) y STEM-HAADF (scanning
transmission electron microsocpy - high angle annular dark field, para imagen de
transmision y contraste de pesos atéomicos, donde se veia el oro contrastado respecto

a la materia organica). El alto vacio era de aproximadamente 10-5 Pa.

3.2.7.15. Cromatografia liquida de alta eficacia acoplado a un espectrémetro de
masas (HPLC-MS)

La cromatografia liquida de alta eficacia acoplada a un espectrémetro de
masas (HPLC-MS, siglas en inglés) se utiliza para separar y detectar compuestos en
una solucién. La muestra a analizar es introducida en una columna (fase estacionaria)
mediante disolventes (fase moévil), que hace retrasar la salida de los componentes de
la muestra en funcién de las interacciones quimicas o fisicas del compuesto con la fase
estacionaria. El tiempo de retencién de la muestra es caracteristico de la naturaleza
del compuesto y de la fase estacionaria y mévil. Los compuestos que van saliendo de la

columna a diferentes tiempos van siendo analizados por un espectrémetro de masas.

Se ha utilizado el HPLC-MS para detectar compuestos sintetizados, como los
ligandos o las modificaciones de los farmacos, y verificar que los compuestos

resultantes eran los esperados.
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Los andlisis por HPLC se llevaron a cabo en un equipo Waters Alliance
2795/996/2420/ ZQ Micromass System con deteccién UV (254 nm) y masas en linea,
empleando una columna XBridge C18 (4,6 X 50 mm, 3,5um) y como fase mévil (linea
A= H;0 + 0,1% &cido férmico; linea B = CH3CN + 0,07% acido fé6rmico) un gradiente

5% a 100% de B con un flujo de 2 ml/min durante 4,5 min.

La técnica UV-Vis fue realizada en espectrofotémetros de los servicios
cientificos del Parque Cientifico de Barcelona; y las técnicas de TEM, HR-TEM, ICP-MS,
RMN, FT-IR, AFM, AEO, TGA, ESCA y SEM se realizaron en los Centros Cientificos y
Técnolégicos de la Universidad de Barcelona (CCiTUB). El SEM FEI Magellan utilizado,
fue del Instituto Cataldn de Nanotecnologia (ICN).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Nanoparticulas de oro

4.1.1. Caracterizacion de nanoparticulas de oro

Para conocer el estado fisico-quimico de las NPs sintetizadas, se analizé el
tamafio, la concentracién y la carga, mediante las siguientes técnicas:

- UV-Vis
- TEM

- DLS

- Pot-Z

- ICP-MS

4.1.1.1. Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis)

Se realizé el espectro de absorbancia UV-Vis a las AuNPs sintetizadas mediante
los protocolos descritos en los apartados: 3.2.1.1 (AuNPs 12 nm) y 3.2.1.2 (AuNPs 4
nm). Se observé el pico maximo de absorbancia del SPR a 520 nm para las AuNPs 12
nm (Figura 4.1) y a 510 nm para las AuNPs 4 nm (Figura 4.2). Al diluir la muestra, se

mantuvo el maximo del SPR pero disminuy¢ la intensidad de absorbancia.

0,5
0,45 ===AuNPs 12 nm
0,4 w==1/2 [AuNPs 12 nm]
=035 1/4 [AuNPs 12 nm]
; 03 ===1/8 [AuNPs 1? nm|
o ===1/16 [AuNPs 12 nm]
E 0,25 ===1/32 [AuNPs 12 nm]|
2 02 1/64 [AuNPs 12 nm]
e
20,15
<
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Longitud de onda (nm)

Figura 4.1 Espectro de absorbancia UV-Vis de AuNPs 12 nm. Espectro UV-
Vis de AuNPs 12 nm donde la banda SPR se mostré a 520 nm y las intensidades variaron
en funcion de la concentracion. [AuNP]; 1/2[AuNP]; 1/4[AuNP]; 1/8[AuNP]; 1/16[AuNP];
1/32[AuNP]; 1/64[AuNP]; control de H20milliQ. La concentracion de AuNPs inicial fue de
1,56x1012 NP/ml (27,31 ppm de Au).
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Figura 4.2 Espectro de absorbancia UV-Vis de AuNPs 4 nm. Espectro UV-Vis
de AuNPs donde la banda SPR se mostré a 510 nm y las intensidades variaron en funcién
de la concentracion. [AuNP]; 1/2[AuNP]; 1/4[AuNP]; 1/8[AuNP]; 1/16[AuNP]; 1/32
[AuNP]J; 1/64 [AuNP]; control de H:0milliQ. Se parte de una concentracion de 1,11x1013
NP/ml (45,22 ppm de Au).

4.1.1.2. Microscopia electrénica de transmision (TEM) y HR-TEM

Se analizaron las soluciones de AuNPs (12 nm y 4 nm) por TEM. Las imagenes
de las AuNPs 12 nm (Figura 4.3) con su posterior andlisis computacional, dieron como
resultado una media de 11,08 + 2,64 nm de didmetro (Figura 4.3 C). Ademas, para
completar el estudio de la morfologia de las NPs, se analizaron por HR-TEM (Figura

4.3 B).

Las imagenes por TEM de la sintesis de AuNPs 4 nm (Figura 4.3 D), dieron una

media de 4,11 £ 1,28 nm de didmetro de particula (Figura 4.3 E).
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Figura 4.3 Caracterizacion de las AuNPs 12 nm y AuNPs 4 nm por TEM y
HR-TEM. A) Imagen del TEM de la sintesis de AuNPs 12 nm a una concentracion de
1,56x1012 NP/ml (27,31 ppm Au). B) Imagen del HR-TEM de la sintesis de AuNPs 12 nm a
una concentracién de 1,56x1012 NP/ml (27,31 ppm de Au). C) Histograma obtenido del
andlisis de las imdgenes (del TEM y HR-TEM A y B). D) Imdgenes del TEM de la sintesis
AuNPs 4 nm a una concentracion de 1,11x1013 NP/ml (45,22 pm de Au). E) Histograma
correspondiente al andlisis de las imdgenes D.

Dispersion dinamica de luz (DLS)

El analisis de las AuNPs 12 nm por DLS mostr6 la media del tamafio del

didmetro hidrodindmico (distribuciéon en nimero) de 11,56 + 0,18 nm y para la

sintesis AuNPs 4 nm el valor (distribucién en nimero) fue de 4,29 * 0,62 nm (Figura

4.4).
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Figura 4.4 Caracterizacion de las AuNPs 12 nm y 4 nm mediante DLS.
Andlisis en niimero del didmetro de AuNPs 12 nm a una concentracion de 1,56x1012
NP/ml (27,31 ppm de Au) y AuNPs 4 nm a una concentracion de 1,11x1013 NP/ml (45,22
pm de Au).
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4.1.1.4. PotencialZ (Pot-Z)

La caracterizacion por Pot-Z de las AuNPs 12 nm (Figura 4.5) mostré un valor

de carga superficial de -38,96 + 0,93 mV.

El resultado obtenido para las AuNPs 4 nm mostré6 una media de la carga

superficial (Figura 4.5) de -23,48 £ 0,52 mV.
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Figura 4.5 Caracterizacion de las AuNPs 12 nm y 4 nm mediante Pot-Z.
Anadlisis de la carga hidrodindmica de AuNPs 12 nm a una concentracion de 1,56x1012

NP/ml (27,31 ppm de Au) y AuNPs 4 nm a una concentracion de 1,11x1013 NP/ml (45,22
pm de Au).

4.1.1.5. Espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-

MS)

La técnica de ICP-MS se utiliz6 para analizar las sintesis de AuNPs 12 nm
(Apartado 3.2.1.1) obteniendo un valor de 27,31 £+ 1,63 ppm de Au; para la sintesis de
AuNPs 4 nm, descrita en el apartado 3.2.1.2, se obtuvo una concentracién de Au de
45,22 + 1,88 ppm en solucién (Tabla 4.1). A partir de estos resultados se obtuvieron

los valores en NP/ml y en nM de las NPs, teniendo en cuenta el tamafio de las NPs y

aplicando la formula de la Figura 3.21.

Conc. Au Conc. Conc. NPs
ICP-MS ppm NP /ml nM
AuNPs 12 nm | 27,31 +1,63 | 1,56x1012+9,31x1010 | 2,59 +0,15

AuNPs4nm | 45,22+1,88 | 1,11x1013 + 4,64x1011 | 18,56 £ 0,77

Tabla 4.1 Caracterizacion de las AuNPs 12 nm y AuNPs 4 nm mediante ICP-
MS. A partir de la concentracion de Au que se obtuvo mediante ICP-MS, se calculé el niimero
de NP por mly la molaridad de NPs teniendo en cuenta el tamario de las particulas.
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4.1.2. Escalabilidad de las sintesis de nanoparticulas de oro
4.1.2.1. Escalabilidad de AuNPs 12 nm

La escalabilidad de las AuNPs 12 nm se realizé siguiendo la sintesis del
apartado 3.2.1.1:

1- Aumentando la concentracion de Au de 33 ppm (1x) a 100 ppm (3x).

2- Aumentando el volumen de 1 L a 10 L tanto con la solucién que esta a 33

ppm como la que contiene 100 ppm de Au.

Los resultados de la caracterizacién del aumento de concentracién de Au en la
sintesis de AuNPs 12 nm (Figura 4.6) mostr6 un cambio de color de la solucién
respecto a las AuNPs 1x (Figura 4.6A). El SPR del espectro de absorbancia del UV-Vis
se mantuvo en 520 nm (Figura 4.6 B) y las imagenes del TEM (Figura 4.6 C) mostraron
una concentracién mayor de NPs por mm2 de superficie manteniéndose
monodispersas y estables (Figura 4.6 D). Los resultados analizados por TEM, DLS y
Pot-Z dieron valores iguales que para la sintesis 1x. Finalmente se realiz6 ICP-MS

(Figura 4.6 E) obteniendo un valor de 95,98 + 2,99 ppm de Au.
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Figura 4.6 Caracterizacion de las AuNPs 12 nm de sintesis 3x con
concentracion de Au tedrica de 100 ppm. A) Imagen del color de las AuNPs 12 nm con
la sintesis 1x (izquierda) y la sintesis 3x (derecha). B) Espectro de UV-Vis de la sintesis 3x
de las AuNPs 12 nm. C) Imagen de TEM de la sintesis 3x de AuNPs 12 nm. D) Histograma
con el tamafio medio obtenido por TEM. E) Tabla de resultados de DLS, Pot-Z e ICP-MS
de la sintesis 3x de AuNPs 12 nm. Resultados de ICP-MS en ppm de Au, concentracion de
NP/mly nM.
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La reproducibilidad de las sintesis, tanto para las AuNPs 12 nm de la sintesis

1x como para la sintesis 3x, se demostré con cuatro lotes diferentes (Tabla 4.2).

AuNPs 12 nm (1x) AuNPs 12 nm (3x)
DLS Pot-Z ICP-MS DLS Pot-Z ICP-MS
(d.nm) (mV) (ppm Au) (d.nm) (mV) (ppm Au)
Lote 1 11,59 -38,54 27,10 9,81 -36,76 99,03
Lote 2 11,30 -39,91 25,97 11,64 -37,51 95,89
Lote 3 11,70 -39,53 26,51 13,31 -36,15 93,13
Lote 4 11,64 -37,87 29,67 11,60 -37,50 95,88
Media 11,56 -38,96 27,31 11,59 -36,98 95,98
Desviaciéon | 0,18 0,93 1,63 1,43 0,65 2,99

Tabla 4.2 Resumen de los diferentes lotes de sintesis 1x y 3x de AuNPs 12
nm. La tabla recoge los datos de DLS, Pot-Z e ICP-MS como técnicas mds caracteristicas
de andlisis de la reproducibilidad de las AuNPs.

4.1.2.2. Escalabilidad de AuNPs 4 nm

Como se ha descrito en la sintesis de AuNPs 4 nm (Apartado 3.2.1.2), se
consigui6 aumentar hasta 250 veces su volumen, obteniendo de esta manera una
sintesis de hasta 5000 ml. La reproducibilidad se demostré6 con cuatro lotes diferentes

(Tabla 4.3).

AuNPs 4 nm
DLS Pot-Z ICP-MS
(d.nm) (mV) (ppm Au)
Lote 1 3,75 -23,87 43,83
Lote 2 4,01 -22,78 44,50
Lote 3 4,23 -23,40 44,55
Lote 4 5,18 -23,88 48,00
Media 4,29 -23,48 45,22
Desviacion 0,62 0,52 1,88

Tabla 4.3 Resumen de los diferentes lotes de AuNPs 4 nm. La tabla recoge
los datos de DLS, Pot-Z e ICP-MS como técnicas mds comunes para el andlisis de la
reproducibilidad de las AuNPs.
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4.1.3. Esterilizacion y estabilidad de las AuNPs

En la Figura 4.7 se puede comparar las diferencias de color de las siguientes
soluciones: AuNPs 12 nm de color rojo, AuNPs 4 nm de color anaranjado y AuNPs

agregadas de color azul-negro.

Figura 4.7 Imagen de AuNPs. A) AuNPs 12 nm; B) AuNPs 4 nm y C) AuNPs
agregadas.

4.1.3.1. Esterilizacion mediante filtracion con filtros de PES 0,22 pm

En la Figura 4.8 se observan las AuNPs antes de pasar por el filtro (a la
izquierda); el filtro, donde se pudo apreciar el color que produjeron las AuNPs
adheridas al PES; y las AuNPs después de pasar por el filtro (derecha), donde se vio
que el color disminuyé o incluso desaparecié al haberse quedado las NPs enganchadas
en el filtro. La adhesiéon de las AuNPs al filtro, sucedié tanto con las AuNPs 12 nm
(Figura 4.8 A), como con las AuNPs 4 nm (Figura 4.8 B) y las AuNPs 12 nm que fueron

agregadas previamente con cistamina (Figura 4.8 C).

Figura 4.8 Filtracion de las AuNPs para su esterilizacién. A) Imagen de
AuNPs 12 nm antes y después de ser filtrada por un filtro estéril de 0,2 um PES. B)
Imagen de AuNP 4 nm antes y después de ser filtrada por un filtro estéril de 0,2 um PES.
C) Imagen de AuNPs agregadas antes y después de ser filtrada por un filtro estéril de 0,2
um PES.

4.1.3.2. Esterilizacion mediante autoclavado

En la Figura 4.9 se muestra la imagen de las AuNPs 12 nm (izquierda) y 4 nm
(derecha) sin autoclavar (Figura 4.9 A) y a continuacion autoclavadas (Figura 4.9 B).

No se observaron diferencias visuales significativas.

125



4.1 NANOPARTICULAS DE ORO

Figura 4.9 Imagen de las soluciones AuNPs esterilizadas con autoclave. A)
Imagen de AuNPs 12 nm (izquierda) y AuNPs 4 nm (derecha) no autoclavadas; B) imagen
de las AuNPs 12 nm (izquierda) y AuNPs 4 nm (derecha) autoclavadas.

Al no ver diferencias visuales como en el apartado anterior (Apartado 4.1.3.1),
fue necesario utilizar técnicas de caracterizacion fisico-quimicas mas precisas para

conocer la estabilidad de las AuNPs después de utilizar el método de autoclavado para
esterilizar las AuNPs.

Se realizaron las medidas correspondientes por UV-Vis tanto a las AuNPs 12
nm (Figura 4.10 A) como a las AuNPs 4 nm (Figura 4.10 B) autoclavadas y sin

autoclavar, y no mostraron diferencias en sus SPR correspondientes.
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Figura 4.10 Caracterizacion por espectroscopia de UV-Vis del efecto de la
esterilizacion por autoclave en AuNPs 12 nm y AuNPs 4 nm. A) Espectro de
absorbancia de AuNPs 12 nm autoclavadas y no autoclavadas. B) Espectro de
absorbancia de AuNPs 4 nm autoclavadas y no autoclavadas.

Las imagenes obtenidas por TEM y el histograma mostraron que las AuNPs 12
nm eran monodispersas y presentaban un tamafio de 12,24 + 2,27 nm (Figura 4.11 B).

El resultado de monodispersidad también se vio en las AuNPs 4 nm con un tamaifio de

5,81 + 2,35 nm de didmetro (Figura 4.11 D).
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Figura 4.11 Estudio por TEM del efecto del autoclavado en AuNPs 12 nm y
AuNPs 4 nm. A) Imagen del TEM de AuNPs 12 nm autoclavadas. B) Histograma de las
imdgenes de AuNPs 12 nm. B) Imagen de TEM de AuNPs 4 nm autoclavadas. D)
Histograma del andlisis AuNPs 4 nm.

Los resultados obtenidos por analisis DLS (Tabla 4.4) mostraron un valor del
didmetro hidrodinamico de 11,59 * 1,43 nm para las AuNPs 12 nm y de 4,73 + 0,89

nm para las AuNPs 4 nm.

DLS (d.nm)
AuNPs 12 nm autoclavadas | 11,59 + 1,43
AuNPs 4 nm autoclavadas 4,73 + 0,89

Tabla 4.4 Caracterizacion mediante DLS de las AuNPs 12 nm y 4 nm
autoclavadas. Andlisis en niimero del radio hidrodindmico de las NPs .

El Pot-Z de las sintesis de AuNPs 12 nm y 4 nm autoclavadas (Tabla 4.5) dieron

valores estables de las NPs.

Pot-Z (mV)
AuNPs 12 nm autoclavadas -37,23+1,67
AuNPs 4 nm autoclavadas -24,46 + 2,31

Tabla 4.5 Caracterizaciéon de las AuNPs 12 nm y 4 nm autoclavadas
mediante Pot-Z. Andlisis de la carga superficial de las NPs .
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Los valores resultantes del andlisis de ICP-MS (Tabla 4.6) fueron:

Conc. Au Conc. Conc. NPs

ICP-MS ppm NP /ml nM
AuNPs 12 nm autoclavadas | 28,62 +1,48 1,63x1012 £ 8,46x1010 | 2,71 +0,14
AuNPs 4 nm autoclavadas 46,74 £ 1,43 1,14x1013 £ 3,51x1011 | 19,18 £ 0,59

Tabla 4.6 Caracterizaciéon de las AuNPs 12 nm y 4 nm autoclavadas

mediante ICP-MS. Resultados de las ppm de Au, concentracion NP/mly concentracién de
NPs en nM.

4.1.4. Tabla resumen

A continuacién se muestra una tabla resumen del apartado 4.1, cuyo objetivo

ha sido la caracterizacion de las AuNPs.

AuNP 12 nm | AuNP12nm | AuNP 12 nm 1x AuNP 4 nm
AuNP 4 nm
1x 3x autoclavadas autoclavadas
UV-Vis (nm) 520 520 520 510 510
TEM (d.nm) 11,08 + 2,64 11,95+ 2,89 12,24 + 2,27 4,11 +1,28 5,81 + 2,35
DLS (d.nm) 11,56 £ 0,18 11,59 +1,43 11,70 £ 0,10 4,29 £ 0,62 4,73 +0,89
Pot-Z (mV) -38,96£0,93 | -36,98 £ 0,65 -37,23+£1,67 -23,48+£0,52 -24,46 = 2,31
ICP-MS
27,31 +1,63 95,98 £ 2,99 28,62 + 1,48 45,22 +1,88 46,74 £ 1,43
(ppm Au)
Conc. 1,56x1012 £ 5,48x1012 + 1,63x1012 + 1,11x1013 £ 1,14x1013
(NP/ml) 9,31x1010 1,71x1011 8,46x1010 4,64x1011 3,51x1011
Conc. NPs 2,59 £ 0,15 9,10 £ 0,27 2,71+0,14 18,56 £ 0,77 19,18 £ 0,59

Tabla 4.7 Tabla resumen de las AUNP. La tabla recoge los datos de UV-Vis,
TEM, DLS, Pot-Z, ICP-MS, concentracion (NP/ml) y molaridad (nM) de las AuNPs de 12 nm
1x, 12 nm 3x, 12 nm autoclavadas y 4 nm, 4 nm autoclavadas .

4.1.5. Discusion

4.1.5.1. Eleccion de las Au

NPs

Las AuNPs esféricas presentan caracteristicas quimicas, fisicas y biologicas
intrinsecas a su tamafio nanométrico. Ademas, su sintesis es reproducible, escalable y
rapida. Estas propiedades fueron decisivas a la hora de escoger el portador para el
sistema, ya que ademas de las ventajas fisico-quimicas y bioldgicas, es imprescindible

que la produccién pueda ser escalable a nivel industrial.
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Entre las principales caracteristicas quimicas de las AuNPs, destaca
relativamente la facil funcionalizacién superficial. Generalmente, se funcionalizan
mediante enlaces tiol, pero también muestran una gran afinidad por grupos amino,
fosfito y bisulfito. También el tamafio fisico de la NP es importante ya que permite la
circulacién por el torrente sanguineo y los sistemas capilares sin obstruirlos. Ademas,
las AuNPs son las principales candidatas para aplicaciones médicas debido a que son

biocompatibles y no téxicas (Connor et al., 2005).

El agente reductor es un ingrediente clave en la sintesis. Es el principal
responsable del tamafio de las NPs, debido a que controla la relacién nucleaciéon-
crecimiento. El uso de agentes reductores fuertes promueve la nucleacién frente del
crecimiento. Sin embargo, deben cumplir unos requisitos: i) su estabilidad en agua, ii)
su potencial de reduccién y iii) su no-interferencia con subproductos de la reaccién,
por lo tanto, s6lo ciertos agentes reductores son capaces de realizar la produccién de
AuNPs solubles en agua. En esta tesis se escogio el citrato trisédico (NazCt) y el
borohidruro de sodio (NaBH4), ya que el uso de estos reductores y la sal HAuCls
permiten la sintesis de AuNPs solubles en agua, biocompatibles y de facil

funcionalizacion.

El mecanismo general para la estabilizacién de materiales coloidales
en agua fue descrito en la teoria Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO)
(Derjaguin et al,, 1941; Verwey et al., 1947). Las NPs coloidales tienen una tendencia
inherente a la agregaciéon y formacién de aglomerados debido a las interacciones de
Van der Waals (VdW). Para estabilizar las particulas en frente de estas fuerzas de
atraccién, es necesario introducir una fuerza interparticular repulsiva, ya sea
electroestatica o estérica (Figura 4.12). La estabilizacién electrostatica implica la
repulsién colombiana entre particulas debido a la doble capa eléctrica formada por los
iones adsorbidos en la superficie de la particula (p.ej. citrato trisédico) y los
contraiones correspondientes. Esta estabilizacién es eficaz en un medio que presente
una constante dieléctrica alta como es el agua. En la estabilizacién estérica, una capa
bastante gruesa de moléculas conjugadas en la superficie de las NPs actian como
barrera para la integraciéon de la particula, asegurando la estabilidad del fluido. Es
importante indicar que la estabilizacién estérica es siempre preferible a la
electrostatica debido a que la primera proporciona NPs estables en un amplio espectro

de fuerzas idnicas.
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Figura 4.12 Representaciéon de la estabilidad de las AuNPs. A)
Representacion de la repulsion electroestdtica entre NPs. B) Representacion de la
repulsion estérica entre NPs.

Por los motivos expuestos sobre la sintesis y caracteristicas de este tipo de
NPs, se escogieron las AuNPs esféricas como las idoneas para generar el sistema de

liberacién de farmacos controlados (EDS).

4.1.5.2. Caracterizacion de las AuNPs

El UV-Vis realizado a las AuNPs 12 nm (Figura 4.1) con un maximo del SPR a
520 nm se corroboré con la longitud de onda descrita en la bibliografia (Klar et al.,
1998; Link et al., 1999). También la sintesis de AuNPs 4 nm (Figura 4.2) esta descrita
que su maximo de SPR es de 510 nm. Tanto para las AuNPs de 12 nm y 4 nm se
realizaron diluciones % con el objetivo de verificar y normalizar un método
cuantitativo de andlisis de concentracién de AuNP descrito por Haiss (Haiss et al,,
2007). Efectivamente, las intensidades en el grafico de absorbancia son
proporcionales a las concentraciones de las AuNPs y ademads, los maximos de SPR se
mantienen constantes, indicando que no ha habido cambios en las AuNPs al ser

diluidas (Figura 4.1; Figura 4.2).

Un método mas visual de comprobar el tamafio y la dispersidad de las NPs fue
la utilizacién del TEM para obtener imagenes y analizarlas mediante software
especializado (Apartados 3.2.7.2 y 3.2.7.3). Las imagenes obtenidas de las AuNPs de 12
nm y 4 nm (Figura 4.3 A, B y D) revelaron imagenes de las AuNPs monodispersas,
esféricas y no aglomeradas. Las AuNPs 12 nm ademds del TEM, también se analizaron
por HR-TEM, viendo algunos de los planos tridimensionales de las formas decaédricas
descritas para las AuNPs (Aiken et al, 1999; Jadzinsky et al, 2007). El andlisis
informatico de los valores numéricos de los didmetros de las NPs (Figura 4.3 C y E)
dieron una media de 11,08 * 2,64 nm para las AuNPs 12 nm y un valor de 4,11 + 1,28

nm para AuNPs 4 nm, confirmando los didmetros esperados.
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El tamafio del didmetro experimental de las AuNPs también se confirmé
mediante el analisis por DLS (Figura 4.4), siendo los valores obtenidos para las AuNPs
12 nm de 11,56 £+ 0,18 nm y las AuNPs 4 nm de 4,29 + 0,62 nm. La comparativa de los
valores por TEM (Figura 4.3) y DLS (Figura 4.4) de los didmetros son muy similares,

siendo la diferencia de diAmetro mas elevada de 0,4 nm (en las AuNPS 12 nm).

El Pot-Z realizado a las AuNPs mostré una carga superficial negativa tanto para
las AuNPs 12 nm como para las AuNPs 4 nm (Figura 4.5). Las AuNPs 12 nm dieron un
valor de -38,96 + 0,93 mV, mas negativo que las de AuNPs 4 nm con un valor de -23,48
+ 0,52 mV. Las AuNPs 12 nm serian mas estables electrostaticamente por tener un

valor de Pot-Z < -30 mV (www. malvern. com).

Finalmente, la dltima técnica empleada para caracterizar las sintesis de las
AuNPs fue el ICP-MS obteniendo la concentracién de Au en soluciéon (Tabla 4.1) y
donde los valores obtenidos serdn muy relevantes a la hora de igualar soluciones y
poder controlar el sistema mediante el seguimiento de estas concentraciones. La
concentracion de AuNPs 4 nm (45,22 + 1,88 ppm Au) fue mas elevada que para las
AuNPs 12 nm (27,31 £ 1,63 ppm Au) debido a la diferencia de concentracién de la sal

de oro afiadida para la sintesis.

La completa caracterizacién nos confirma que la sintesis puesta a punto,
produce unas AuNPs esféricas estables en agua, con un tamaflos y cargas

determinadas, bien definidas y reproducibles.

4.1.5.3. Escalabilidad de las AuNPs

Dado que la finalidad de este proyecto es poder producir un sistema de
liberaci6n de farmacos antitumorales, es imprescindible, dada la envergadura, que la

produccidén sea estable y escalable a grandes cantidades.

La sintesis de las AuNPs 12 nm a una concentracién elevada (3x), mostré un
color de solucién mas intenso que las AuNPs 12 nm 1x (Figura 4.6. A). La intensidad de
absorbancia del espectro UV-Vis fue mayor para la sintesis 3x (Figura 4.6 B) que para
la 1x (Figura 4.1) y en las imagenes del TEM (Figura 4.6 C) se mostraron NPs

monodispersas pero con mayor concentracién por mm?2 de superficie que las AuNPs
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12 nm 1x (Figura 4.3 A). Finalmente, fue decisiva la confirmacién del aumento de
concentraciéon en 3,5 veces para las AuNPs 12 nm 3x mediante ICP-MS (Figura 4.6 E)

(esta diferencia viene dada por la evaporacién de agua en el proceso de sintesis).

Ademds, también se confirmé -cualitativamente que el aumento de la
concentracion no afect6 al tamafio de las NPs, mostrando mediante absorcién por UV-
Vis que la longitud de onda del SPR de las AuNPs 12 nm 3X (Figura 4.6 B) se mantiene
como en AuNPs 12 nm 1x (Figura 4.1). Cuantitativamente, tanto el histograma
obtenido de los valores analizados del TEM para AuNPs 3x (Figura 4.6 D) como el DLS
de AuNPs 12 nm 3x (Figura 4.6 E), comparados con sus analogos 1x (Figura 4.3 Cy
Figura 4.4), confirman de forma cuantitativa que el didmetro de particula se mantiene
constante (11,59 = 1,43 nm) al aumentar 3,5 veces la concentracién de AuNPs. Los
Pot-Z, solo se diferencian de 2 mV entre las AuNPs 12 nm 3x (Figura 4.6 E) y 1X

(Figura 4.5) manteniendo valores de estabilidad (Pot-Z <-30 mV).

Los resultados recogidos en las tablas resumen de los diferentes lotes de las
AuNPs 12 nm 1x, 3x (Tabla 4.2) y AuNPs 4 nm (Tabla 4.3) confirman la alta
reproducibilidad de las sintesis realizadas; siendo los valores de DLS, Pot-Z y ICP-MS

muy similares entre lotes.

4.1.5.4. Esterilizacion y estabilidad de las AuNPs

Una vez se controlé la sintesis, escalabilidad y reproducibilidad, se estudi6 el
proceso de esterilizacién de las AuNPs para poder testarlas en experimentos in vitro
i/o in vivo. Este punto es critico ya que las diferentes técnicas de esterilizaciéon pueden
producir agregacién a las NPs o modificar caracteristicas. El objetivo era encontrar un

método de esterilizacién que no alterase el producto ni produjera agregacion.

El método visual, ademas de las técnicas de caracterizacién fisico-quimicas
empleadas en esta tesis, es un buen indicador de la alteracién de las NPs (Figura 4.7).
La agregaciéon visualmente se observa en el cambio de color rojo a azul y después a
negro, e incluso pueden llegar a verse precipitados (Apyari et al., 2012; Lee et al,,

2008).
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La esterilizacién mediante filtros PES 0,2 um no fue posible para las AuNPs.
Las AuNPs 12 nm al ser filtradas se quedaron en el filtro y se recogié una solucién
transparente (Figura 4.8 A). Se quedaron en el filtro por afinidad al material, ya que el
tamafio de los filtros es mucho mayor que el de las NPs. Del mismo modo se
comportaron las AuNPs 4 nm (Figura 4.8 B) quedandose enganchadas al filtro pero
con la diferencia de que la solucién obtenida después de filtrar fue de color rosa claro,
indicando que no todas las AuNPs 4 nm se habian quedado en el filtro. En este caso
debido al pequefio tamafio de las AuNPs, y a la mayor concentracién de NP/ml (Tabla
4.1), existe mas superficie activa que contacta con el filtro y satura la superficie del
mismo, dejando pasar al resto de NPs. Cuando las AuNPs estdn agregadas
(visualmente color azul (Figura 4.8 C)) y son filtradas, se quedan en el filtro, no por

afinidad con el PES sino por el tamafio de los agregados.

Al no haber funcionado la esterilizacién por filtracién, se utilizé el autoclave.
Visualmente las AuNPs 12 nm y 4 nm no dieron diferencias en el color de la solucién
antes y después de ser autoclavadas (Figura 4.9) y fue necesario utilizar técnicas de
caracterizacion fisico-quimicas no visuales para comprobar si el autoclave habia
cambiado alguna propiedad de las AuNPs. El UV-Vis realizado a las AuNPs 12 nm y 4
nm antes y después de ser autoclavadas no mostré diferencia en el maximo del SPR,
confirmando que el tamafio y la estructura no habia cambiado (Figura 4.10). El TEM
confirmé que las AuNPs 12 nm y 4 nm (Figura 4.11 A y C) se mantuvieron
monodispersas después del autoclavado y los histogramas revelaron que el tamafio de
las AuNPs 12 nm y 4 nm no habian aumentado (Figura 4.11 B y D). También los
valores del DLS revelaron valores constantes en los diametros hidrodinamicos de las
AuNPs después del autoclavado (Tabla 4.4) y el Pot-Z tampoco reveld diferencias en
las cargas superficiales de las AuNPs autoclavadas (Tabla 4.5). Finalmente se realizé
una cuantificacién de Au donde no se observaron valores de concentracién diferentes

(Tabla 4.6).

Tras obtener estos resultados, qued6 asi confirmada la técnica de autoclave
como técnica de esterilizacién de las AuNPs 12 nm y 4 nm, necesaria en los casos en
que ha transcurrido un tiempo desde de la sintesis de NPs para bajar la carga

bacteriana antes de seguir con la conjugacién del sistema EDS completo.
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4.2. Acido hialurénico

4.2.1. Caracterizacion de la tiolacion de HA 30-50 kDa y HA 8-15 kDa

Para conocer el estado fisico-quimico de la modificacién del HA (Figura 3.4), se
realizaron andlisis de caracterizacion estructurales, fisicos y quimicos:

- RMN
- AEO
- FT-IR
- DLS
- Pot-Z
- AFM

4.2.1.1. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)
4.2.1.1.1. RMN HA 30-50 kDa y HA 8-15 kDa

La asignacidén estructural de las sefiales de los espectros de RMN para HA 30-
50 kDa (Anexo Figura 7.1) y HA 8-15 kDa (Anexo Figura 7.2) no modificados se
efectuaron mediante los espectros de 1H, 13C y 2D (zTocsy y HSQC). Para facilitar la

asignacion, se ha anotado cada atomo de la molécula con un nimero (Figura 4.13).

Figura 4.13 Asignacién de la anotacion de cada dtomo del HA .

4.2.1.1.2. RMN HASH 30-50 kDa y HASH 8-15 kDa

La asignacién estructural de la muestra HASH 30-50 kDa se efectué mediante
los espectros de 13C, 'H y experimentos 2D (Cosy, zTocsy, HSQC y HMBC) (Anexo
Figura 7.3); mientras que para el HASH 8-15 kDa se realizaron los espectros de 13C, 1H

y experimentos 2D (Cosy y HSQC) (Anexo Figura 7.4).

Los espectros del HA modificados terminalmente mediante tioles (HASH 30-50

kDa (Anexo Figura 7.3) y HASH 8-15 kDa (Anexo Figura 7.4)) presentaron diferencias
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con los espectros del HA no modificado (HA 30-50 kDa (Anexo Figura 7.1) y HA 8-15

kDa (Anexo Figura 7.2), respectivamente).

En el andlisis y comparacién de los espectros de 13C de los HA modificados
(Anexo Figura 7.3 Ay Figura 7.4 A) respecto al HA no modificado (Anexo Figura 7.1 A
y Figura 7.2 A) se observaron que las seflales mas afectadas correspondian a las
unidades de glucurénico (en el carbonilo y G5), mientras que la glucosamina (el

carbono anomérico N1) se vio afectada en menor extensiéon (Tabla 4.8).

Anotacién 30-;{0A kDa 301_{5;:)511;1% Delta 8-115-51?(Da 8_1-11,351(1-1133 Delta
1 CONH,17 | 17770 177,63 | 014 | 177,77 177,62 | 0,15
2 COOH,11 | 176098 17409 | 2,89 | 17699 17427 | 2,72
3 G1 106,02 105,78 | 024 | 106,01 10579 | 0,22
4 N11 103,36 104,05 | -0,69 | 10337 104,05 | -0,68
5 N13 85,40 8527 | 013 | 8538 8526 | 0,12
6 G4 82,78 83,02 | -024| 8278 82,98 | -0,20
7 G5 79,17 76,35 | 282 | 79,17 76,53 | 2,64
8 N15 78,21 7827 | -0,06 | 78,22 78,27 | -0,05
9 G3 76,41 76,57 | -0,16 | 76,41 76,36 | 0,05
10 G2 75,33 7499 | 034 | 7533 7500 | 0,33
11 N14 71,27 71,10 | 017 | 71,28 71,11 | 0,17
12 CH,N16 | 6337 63,41 | -0,04 | 6337 63,40 | -0,03
13 Ny N12 57,15 57,25 | -0,10 | 57,16 57,25 | -0,09
14  CHs, 27 2535 2530 | 0,05 | 2536 2530 | 0,06

Tabla 4.8 Tabla comparativa de la diferencia entre sefiales del HA (30-50
kDa y 8-15 kDa) modificado y no modificado, analizado por 13C RMN.

Los cambios en el perfil de los espectros de 'H de los HA modificados (Anexo
Figura 7.3 B y Figura 7.4 B) tanto para el 30-50 kDa como para el 8-15 kDa se
observaron en la zona de 3,5-3,7 ppm y en la zona 2,9-2,8 ppm respecto al HA no

modificado (Anexo Figura 7.1 B y Figura 7.2 B).

Con respecto a los espectros 2D del HASH 8-15 kDa (Anexo Figura 7.4 C, D) no
se observaron correlaciones entre la estructura del HA y su modificacién pero si en los

espectros 2D del HASH 30-50 kDa (Anexo Figura 7.3 C, D, E ,F).
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El espectro de HSQC del HASH 30-50 kDa (Anexo Figura 7.3 E) determiné la
posicién de los dos CH: (3,29/52,99 y 2,87/23,89 ppm) del fragmento NCH,CH,SH.
Segtn el Cosy (Anexo Figura 7.3 C) y el Tocsy (Anexo Figura 7.3 D) ambas sefiales
estan acopladas entre si y no tienen ninguna otra relacién adicional. Sin embargo, en el
resultado del HMBC (Anexo Figura 7.3 F), se detect6 la conexién del HA con los -CH»-

de la cistamina y se han marcado con un circulo las sefiales en el espectro.

En la comparacién de los HSQC entre el HASH 30-50 kDa (Anexo Figura 7.3 E)
y HA 30-50 kDa (Anexo Figura 7.1 D) se pudieron ver los cambios que se producen en

el espectro de protén (Figura 4.14).
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Figura 4.14 Comparacién del HASH 30-50 kDa y HA 30-50 kDa por HSQC.
A) Espectro de HSQC (500 MHz, D20) del HASH 30-50 kDa. B) HSQC (500 MHz, D:0) del
HA 30-50 kDa.

4.2.1.2. Estudio del caracter anfipatico del HASH 30-50 kDa

El HA 30-50 kDa result6 ser insoluble en DMSO0-d6, por el contrario el HASH
30-50 kDa es soluble en DMSO-d6. Al comparar los espectros de H HASH 30-50 kDa
adquiridos en D;0 (Figura 4.15 A) y DMSO (Figura 4.15 B) se observaron diferencias
significativas. Los cambios correspondieron a la modificacién de algunos

desplazamientos quimicos y también a la anchura de las sefiales.
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Figura 4.15 Estudio anfipdtico de HASH 30-50 kDa. A) Espectro de 1H (500
MHz, D20). B) Espectro de 1H (500 MHz, DMSO).

4.2.1.3. Estudio de la tiolacion mediante sal sdédica del acido 4-
(hidroximercurico)benzoico

Se analizé por RMN la modificacién del grupo aromatico de la sal sédica del
acido 4-(hidroximercurico)benzoico cuando el Hg se enlaza al -SH del HASH 30-50
kDa. Como muestran los espectros (Figura 4.16 B y C), las sefiales del sistema
aromatico del 4acido 4-(hidroximercurico)benzoico tienen una intensidad muy
pequefia en comparacién con las diferentes sefiales del HA. En este caso, la integracién
de las sefiales del acido 4-(hidroximercurico)benzoico con el complejo del HASH 30-
50 kDa-complejo de mercurio benzoico, dio como resultado una eficacia de la reaccion
de 0,26%. Para el HASH 8-15 kDa la integracién del -CHsz (HASH) y el aromatico (del

derivado de mercurio) dio un valor del 0,5% de tiolacién.
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Figura 4.16 Estudio de la tiolacion mediante conjugacién con dcido 4-
(hidroximerciirico)benzoico. A) Espectro 1H de sal sédica 4-(hidroximercurico)benzoico
(500 MHz, D:0). B) Espectro 'H del HASH 30-50 kDa conjugado a sal sédica 4-

(hidroximercurico)benzoico (500 MHz, D:0).

C) Espectro 'H del HASH 8-15 kDa

conjugado a sal sédica 4-(hidroximercurico)benzoico (500 MHz, D20).

4.2.1.4. Analisis elemental organico (AEO)

Se realiz6 un AEO del HASH 30-50 kDa y del 8-15 kDa. Para realizar los
calculos de este andlisis, se tuvo en cuenta que el % tedrico de S para una molécula de
40 kDa (tamafio medio para la molécula HASH 30-50 kDa) que contiene un tiol
terminal es de 0,08%. El resultado experimental fue de un 0,07% (Tabla 4.9). Para el

HA de 11,5 kDa (tamafio medio de 8-15 kDa) el valor teérico del %S es de 0,28%, sin

embargo el resultado experimental fue de un 0,18% (Tabla 4.9).

HASH 30-50 kDa HASH 8-15 kDa
%C % N %S %C % N %S
en HA en HA en HA en HA en HA en HA
Experimental 39,43 3,47 0,07 40,50 3,59 0,18
Tedrico 44,62 3,75 0,08 44,70 3,83 0,28
Rendimiento 82,50 78,26

Tabla 4.9 Resultado por AEO de la tiolacion a través del porcentaje de S en
la muestra HASH 30-50 kDa y HASH 8-15 kDa. Se obtuvo el porcentajede C, Ny S en la

muestra.

4.2.1.5.

Se realizaron andlisis comparativos FT-IR entre el HA 30-50 kDa y el HASH 30-
50 kDa (Anexo Figura 7.5) y el HA 8-15 kDa con su correspondiente espectro del HA

Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR)
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modificado HASH 8-15 kDa (Anexo Figura 7.6). La asignacién de sefiales en los

espectros viene determinada por los valores de cada grupo funcional numerados en la

Tabla 7.1.

4.2.1.6.

Dispersion dinamica de luz (DLS)

Los resultados obtenidos mediante DLS mostraron que en funcién del

disolvente (H20 o PBS) el didmetro hidrodinamico fue distinto. Se realizaron andlisis
comparativos entre el HA 30-50 kDa (Figura 4.17 Ay C) y HA 8-15 kDa (Figura 4.17 B,
C) con los tiolados HASH 30-50 kDa (Figura 4.17 Ay C) y HASH 8-15 kDa (Figura 4.17

B y C) respectivamente, en H,O y PBS, obteniendo la tendencia de que el radio

hidrodindmico en agua es mucho mayor que en PBS.

A) Size Distribution by Number
30 A
N mwwm =)\ | [l
E o | | l \ / |\\ . HASH 30-50 kDa H.0
. N / \‘ .
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
B] Size Distribution by Number
i |
& 20— HABA5KDapBs |emmp /"V\\ HA 815 kDa H:0
g 10» / \ .:I,’I - HASH 8-15 kDa H.0
| HASHB-15 kDa PBS —b/ / [\
. . /L \
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
Q) DLS (d.nm)
H>0 milliQ PBS
HA 30-50 kDa 75,49 + 14,90 4,30 £ 0,60
HASH 30-05 kDa 50,40 + 23,02 573+1,34
HA 8-15 kDa 76,29 16,40 5,49 +0,31
HASH 8-15 kDa 53,17 + 18,35 7,15 + 2,68

Figura 4.17 Caracterizacion de la tiolacién de HA mediante DLS en Hz0 y
PBS. A) Grdficos de la distribucién en niimero de HA 30-50 kDa y HASH 30-50 kDa; se
analizaron las muestras a 1 mg/ml en H20 milliQ y en PBS. B) Grdficos del andlisis del HA
8-15 kDa y HASH 8-15 kDa a 1 mg/ml en H20 milliQ y en PBS. C) Medidas del pico
mdximo de la distribucién de didmetro de las muestras.
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4.2.1.7. Potencial Z (Pot-Z)

Los resultados obtenidos mediante Pot-Z (Figura 4.18) muestran diferencias
entre los diferentes disolventes (H;0 y PBS) utilizados y también diferencias entre el

HA y HASH. Tanto el PBS como el HA (no modificado por la tiolacién) al ser sales,

dieron un potencial mas elevado.

A) Zeta Potential Distribution
400000
oo fy s |
é 200000 o I.' "l I ’Y\l HASH 30-50 kDa PBS
s kA }
100000-—1 HA 30-50 kDa PBS | | / )
TJI2{)[J =100 0 100 200
Zeta Potential {mV)
B] Zeta Potential Distribution
400000
l M‘_ HASH 8-15 kDa H:.0
2 3000001 HA 8-15 kDa H.0 , '\u M
3 II i HASH 8-15 kDa PBS
© 200000 f
ke oo HA8-15 kDa PBS | memsmp [ [ f|
1 1
0 /A
-200 =100 0 100 200
Zeta Potential {m\)
Q) Pot-Z (mV)
H>0 milliQ PBS
HA 30-50 kDa -32,03£1,89 -34,25 £ 7,98
HASH 30-05 kDa -4,72 £ 0,63 -12,10+ 1,71
HA 8-15 kDa -20,01 2,79 -32,34 7,56
HASH 8-15 kDa -3,87 £0,54 -11,28 £ 2,79

Figura 4.18 Caracterizacion de la tiolacion de HA mediante Pot-Z en Hz0 y
PBS. Andlisis de la repulsion o la atraccion electrostdtica de carga entre particulas. A)
Grdfica del andlisis de HA 30-50 kDa y HASH 30-50 kDa a 1 mg/ml en H20 milliQ y en 1
mg/ml de PBS. B) Grdfica del andlisis de HA 8-15 kDa y HASH 8-15 kDa a 1 mg/ml en H20
milliQ y en PBS. C) Tabla con los valores medios del pico mdximo de la distribucién del
Pot-Z.
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4.2.1.8. Microscopia de fuerza atomica (AFM)

En las imagenes de AFM (Figura 4.19 A y B) se observaron estructuras
homogéneas y monodispersas sin haber aglomerados. El andlisis de la fuerza ejercida
por la punta del AFM en el HA 30-50 kDa dio como resultado un didmetro de 60 nm y
una altura de 5 nm (Figura 4.19 C).

Figura 4.19 Caracterizacién por AFM del HA 30-50 kDa. A) Imagen captada
5x5 micrones en imagen topogrdfica. B) Imagen captada 1x1 micrones en imagen
topogrdfica. Inset 3D. C) Imagen captada en 2D.

El andlisis de AFM del HASH 30-50 kDa también nos da como resultado de la
interpretacion de la fuerza ejercida por la punta del AFM un didmetro de particula de

60 nm y una altura de 5,4 nm (Figura 4.20).
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Figura 4.20 Caracterizacién por AFM del HASH 30-50 kDa. A) Imagen
captada 5x5 micrones en imagen topogrdfica. B) Figura captada 1x1 micrones en imagen
topografica.lnset 3D. C) Imagen captada en 2D.

4.2.2. Esterilidad

Es importante conocer la estabilidad del HA tras ser esterilizado, para
posteriormente poderlo utilizar en experimentos in vitro e in vivo. El HA es estable si
se esteriliza mediante filtraciéon de 0,2 puM PES. Sin embargo, al realizarse la

esterilizacion mediante autoclave se obtuvo una solucién amarillenta.
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4.2.3. Tabla resumen

Se muestra en la Tabla 4.10 el resumen de la caracterizaciéon del HA y HASH.

HA HASH HA HASH
30-50 kDa 30-50 kDa 8-15 kDa 8-15 kDa
RMN 0,26% de S 0,5% de S
6 0,07% de S 0,23% de S
(82,50% R) (78,26% R)
DLS H20 | 75,49 +14,90 | 50,40 23,02 | 76,29 +16,40 | 53,17 +18,35
(d.nm) PBS 4,30 + 0,60 5,73 + 1,34 5,49 + 0,31 7,15 + 2,68
Pot-Z H20 -32,03+1,89 | -472+0,63 | -20,01+£2,79 | -3,87+0,54
(mV) PBS -34,25+798 | -12,10+1,71 | -32,34+756 | -11,28+2,79
(@nmyamm) | 60(@/5@) | 60()/54()

Tabla 4.10 Tabla resumen de la caracterizaciéon del HA. La tabla recoge los
datos de RMN, AEO, DLS, Pot-Z Y AFM como técnicas mds caracteristicas del andlisis del
HAy HASH.

4.2.4. Discusion

4.2.4.1. Eleccion del HA

La molécula de HA fue escogida por ser reconocida por el receptor CD44 que
se sobreexpresa en las células tumorales, tal y como se ha descrito en la introduccién
de esta tesis. Ademas, al ser una molécula fisiolégica, no presenta toxicidad y es

biocompatible.

La funcién destinada para el HA en el sistema de liberacién EDS es la de dirigir

los fArmacos hacia las células tumorales y en algiin caso incorporarlos a su estructura.

La forma de incorporar el HA al sistema EDS es mediante su tiolacién para que
el grupo funcional -SH se enlace de manera “covalent-like” a las AuNPs (Pensa et al,,
2012). Se escogieron tamafios relativamente pequefios en peso molecular de HA
debido a la mayor facilidad de modificacién sintética y para su posterior creaciéon de
un sistema EDS suficientemente pequefio para favorecer su llegada al tumor y ser

internalizado por las células.
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4.2.4.2. Caracterizacion del HA

Una vez elegido el HA, los tamafios y la sintesis a seguir para obtener el tiol
terminal, se realizaron una serie de experimentos para caracterizar el producto

sintetizado.

Estudio de la tiolacién del HA
Mediante RMN se obtuvo informacién estructural de la tiolacién y se

comprob6 en qué grupo funcional del HA se enlazé la cistamina.

Se inicié la caracterizacién mediante RMN tH, 13C y 2D (zTocsy y HSQC) del HA
30-50 kDa (Anexo Figura 7.1) y HA 8-15 kDa (Anexo Figura 7.2) no modificados, con el
objetivo de conocer la molécula y poder realizar comparaciones. Las asignaciones de
las senales de la molécula (Figura 4.13) de estos espectros (Anexo Figura 7.1 y Figura
7.2) estan de acuerdo con las descritas en la bibliografia (Barbucci et al., 2006; Lago

Mendoza et al,, 2007; Scott et al., 1984).

Los espectros de las moléculas modificadas HASH 30-50 kDa (Anexo Figura
7.3) y HASH 8-15 kDa (Anexo Figura 7.4), presentaron diferencias respecto a los
espectros del HA no modificado (HA 30-50 kDa (Anexo Figura 7.1) y HA 8-15 kDa
(Anexo Figura 7.2)).

En el andlisis y en la comparacién de los espectros de 13C tanto para HASH 30-
50 kDa como HASH 8-15 kDa se observé que las sefiales mas afectadas correspondian
a las unidades de glucurénico y que la glucosamina se vio afectada en mucha menor
extension (Tabla 4.8). En la parte del acido glucurénico, la parte afectada fue el
carbonilo y el G5; y en la glucosamina el carbono anomérico (N1). El cambio en el
carbonilo hizo pensar en puentes de hidrégeno, pero las sefiales tanto del 4cido como
de la amida tienen una anchura relativamente pequefia (Anexo Figura 7.3 B), lo que a
priori descarta la existencia de una asociacién en la que intervengan puentes de
hidrégeno (Scott et al., 1999). El cambio en el carbono anomérico podria ser debido a

la introduccién de la cistamina.

En los experimentos de 'H hubieron cambios en el perfil de los espectros de

HA (Anexo Figura 7.1 B y Figura 7.2 B) con sus respectivos tamafos de HASH (Anexo
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Figura 7.3 B y Figura 7.4 B) debido a la superposicién de los protones anoméricos y a
las diferencias de posicién de varias sefiales situadas en la zona de 3,5-3,7 ppm y
también en las sefiales de la zona 2,9-2,8 ppm y con una intensidad sensiblemente

menor a las del HA.

El objetivo de realizar experimentos 2D fue la de correlacionar las
modificaciones vistas por 13C y 1H, tanto para HASH 30-50 kDa (Anexo Figura 7.3 Ay
B) como para HASH 8-15 kDa (Anexo Figura 7.4 Ay B).

No se observaron correlaciones entre los espectros 2D del HASH 8-15 kDa
(Anexo Figura 7.4 C y D) pero si en los espectros 2D del HASH 30-50 kDa (Anexo

Figura 7.3 C, D, E y F) por esa razén continuamos el estudio con el 30-50 kDa.

Con el espectro de HSQC (Anexo Figura 7.3 E) se determiné la posicién de los
dos -CHz- (3,29/52,99 y 2,87/23,89 ppm) del fragmento -NHCH,CH,SH de la
cistamina. Segtn el Cosy (Anexo Figura 7.3 C) y el Tocsy (Anexo Figura 7.3 D) ambas
sefiales estan acopladas entre si y no tienen ninguna otra relaciéon adicional. El
desplazamiento de 23,89 ppm en 13C (Anexo Figura 7.3 A) es excesivamente bajo para

-NHCH;-. Por lo que no es atribuible la conexion del fragmento de cistamina con el HA.

El HMBC se realiz6 para comprobar la interconexién entre el HA y el
fragmento atribuido a -NHCH,CH;SH. En el resultado del HMBC se intuye la conexién y
se han marcado con un circulo las sefiales (Anexo Figura 7.3 F). Se intuye la unién

entre el HA y el fragmento -CH2-CHz-en 3,29 y 2,87 ppm (Anexo Figura 7.3 B).

En la comparacién de los HSQC se puede ver los cambios que se producen en el

proton (Figura 4.14).

Estos cambios son muy grandes, igual que los cambios del 13C (carbonilo)
como para justificar la integracion de la molécula cistamina en el HA. El pH del HA es
aproximadamente de 8, mientras que el pH del HASH es aproximadamente de 1. Esta
diferencia debe ser la causa principal de la modificacién de la conformacién y de los
grandes cambios en los espectros (Gatej et al., 2005; Maleki et al., 2008). Y solo queda
latente la conjugacién de la cistamina con el HMBC del HASH 30-50 kDa, y el cambio

en el anomérico que es probable que sea debido a la unién de la cistamina.
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Caracter anfipatico

Las senales del espectro 1H RMN de HASH 30-50 kDa (Anexo Figura 7.3 B)
mostré cambios en el perfil del espectro respecto al tH RMN de HA 30-50 kDa (Anexo
Figura 7.1 B). Se observoé que, aparte de la tiolacién, debian haber otros cambios en la
molécula, ya que la tiolacién se produce en un porcentaje demasiado bajo para
producir cambios tan marcados. Se ha descrito un comportamiento similar en un
estudio en el que un HA-modificado, al cual se le habia incorporado la molécula OSA
(Octenil succinico anhidro), tenia caracter anfipdatico, a diferencia del HA de partida
que era hidroéfilo (Eenschooten et al, 2010). No obstante, en este caso el HA
modificado tenia una elevada densidad de grupos hidréfobos que proporcionaba la

incorporaciéon de un 43-49% de OSA.

Se considera que el D20 es un buen disolvente para los segmentos hidréfilos
del HA no modificados y es un mal disolvente para las partes hidr6fobas de una
posible modificacién. Por el contrario el DMSO-d6 es un buen disolvente para las

partes hidréfobas de los HA modificados y peor para los segmentos hidroéfilos.

Al comparar los espectros de 1H HASH 30-50 kDa adquiridos en D0 y DMSO
(Figura 4.15), se observan diferencias significativas similares a las indicadas en el
articulo. Los cambios corresponden a la modificacién de algunos desplazamientos
quimicos y también a la anchura de las sefiales. A diferencia de lo que sucede en el
articulo de referencia, el segmento afiadido al HA tiene un grado de incorporacién de
tiol relativamente pequefio (intensidad de las sefiales situadas sobre 3,30 ppm (Anexo
Figura 7.3 B)). No obstante, el hecho de que el HASH 30-50 kDa sea soluble en DMSO-
d6 y D20 (a diferencia de HA 30-50 kDa que no es soluble en DMSO0-d6), junto con el
importante cambio que se observa en los espectros, indican un caracter anfipatico del
compuesto que se produce tras la tiolaciéon. Ademas, se observa una sefial a 7,5 ppm
atribuible al -NH- de la amida. La estructura terciaria puede estar en la linea de lo que

se indica en la bibliografia (Scott et al., 1999).

Cuantificacién de la tiolaciéon del HA

Justificando que los cambios grandes en el RMN fueron debidos a cambios
estructurales producidos por un cambio de pH y por el caracter anfipatico, y que solo
vemos pequefios cambios mediante HMBC o en el carbono anomérico en 13C que

pueden atribuirse a la tiolacién, se recurrié a la conjugacién del HA con una sal
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aromatica de mercurio (Apartado 3.2.3.2 y 3.2.3.4). El Hg tiene afinidad por el azufre
del tiol y los grupos aromaticos son muy visibles y caracteristicos en 1H RMN (Serban

etal.,, 2008).

El resultado de las integraciones de las seflales entre el -CH3; (HASH) y el anillo
aromatico del derivado de Hg, dieron un valor de tiolacién de un 0,26% para el HASH
30-50 kDa y 0,5% para HASH 8-15 kDa (Figura 4.16). Sin embargo, mediante AEO, los
valores de la tiolacion fueron diferentes, para el HASH 30-50 kDa dio un 0,07% y para
el 8-15 kDa un 0,18% (Tabla 4.9). Los valores de RMN son mas elevados que para AEO.
El % de los elementos por AEO se han extraido mediante las relaciones molares
tedricas y experimentales. Como se observa en los resultados, los porcentajes de Cy N
experimentales no coinciden exactamente con los tedricos, sin embargo, debemos
tener en cuenta la humedad de la muestra (que altera el peso real) y también el hecho
de que para el calculo tedrico tenemos en cuenta el peso molecular medio, cuando en
realidad tenemos un amplio rango de tamafios. Destacar que la cuantificaciéon por
RMN es indirecta, mientras que por AEO es directa. Teniendo en cuenta esto y que los
valores tedricos se aproximan a los resultados de AEO (en los cuales existe un sesgo
debido a la humedad) y no a los obtenidos por RMN mediante la conjugacion de la sal
de Hg, se considera que los resultados obtenidos por AEO se ajustan mas a los

esperados.

Caracterizacion cualitativa del HA

Los experimentos de FT-IR se realizaron con el objetivo de encontrar alguna
diferencia en el grupo funcional donde la tiolacién tiene lugar. La asignacién de bandas
del HA coinciden con las descritas en la bibliografia (Anexo Tabla 7.1) (Alkrad et al,,
2003) y no se observaron diferencias entre el HA 30-50 kDa y el HASH 30-50 kDa
(Anexo Figura 7.5) ni entre las bandas obtenidas del HA 8-15 kDa y HASH 8-15 kDa
(Anexo Figura 7.6). Los cambios en la tiolaciéon son tan pequefios (como se vio

mediante RMN y AEO) que no se detectaron mediante FT-IR.

En los tamafios de particula analizados por DLS si se observaron diferencias
(Figura 4.17). Los resultados mostraron que en H;0 el didmetro de particula era
mayor que en PBS y ademds, en PBS los valores fueron mas constantes y sin haber
grandes diferencias entre tamafios ni entre HA y HASH. Estd descrito que las sales

influyen en la estructura del acido hialurénico (Mracek et al., 2008). Los iones de la
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serie de Hofmeister tienen un efecto significativo en la solubilidad de las substancias
macromoleculares y en la estabilidad de sus respectivas estructuras secundarias,
terciarias y cuaternarias. Ademas, se ha demostrado que iones Mg2+ se coordinaron
con dos grupos carboxi en la misma cadena de HA en su estructura secundaria y
promueven la contracciéon de la cadena. EI PBS contiene Na+* y K* que, siguiendo la
serie Hofmesister, influenciarian en la estructura del HA contrayéndola, lo que

explicaria que los didmetros hidrodindmicos en PBS disminuyen.

Sin embargo, los cambios en didmetro observados en H,0 de los HA 30-50 kDa
y HA 8-15 kDa tenian un didmetro mayor que sus homologos tiolados HASH 30-50 kDa
y HASH 8-15 kDa; esto podria ser debido al caracter anfipatico del HASH, produciendo

que la molécula se contraiga en los grupos hidréfobos.

La carga superficial de los HA y HASH dieron diferentes resultados segtn el
tamafio (30-50 kDa o 8-15 kDa), segun si esta tiolado o no (HASH o HA) y segun el
disolvente utilizado (H20 o PBS) (Figura 4.18). La diferencia entre tamafios es debido
a que el tamafio mas grande tiene mas repeticiones de mondémeros y mas grupos
funcionales que dan carga negativa. La diferencia entre HA tiolado y no tiolado puede
estar influenciado por el caracter anfipatico del HASH, pero ademas por el hecho de
que el HA es una sal sodica y el HASH ya ha estado modificado y dializado, por lo que
ha perdido iones que contenia antes de la modificacion. Finalmente, la diferencia por
solvente es debida a que el PBS es una solucién salina, donde los iones influyen en la

carga final del HA incrementando los valores de las cargas.

Una caracterizaciéon mas visual de la molécula fue la utilizaciéon de AFM para
analizar el tamafio y ver la distribucién del HA 30-50 kDa (Figura 4.19) y HASH 30-50
kDa (Figura 4.20). Se observaron puntos que representaban el HA y HASH
monodispersos y no aglomerados. No se observaron diferencias entre el HA y el HASH
en el andlisis de tamafio de las particulas que se visualizaron. Se obtuvo un didmetro
de 60 nm que se corresponde con el valor obtenido mediante DLS en H,O (Figura

4.17). Pero queda sin justificar el tamafio en altura de 5 nm calculado mediante AFM.
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4.2.4.3. Esterilidad y estabilidad

La importancia de esterilizar la solucién de trabajo para realizar estudios
posteriores in vivo e in vitro hizo estudiar la filtracién mediante filtros de 0,2 uM PES y
mediante autoclave. Los filtros funcionan pero el autoclave llega a altas temperaturas,

degradando el HA por pirdlisis. Por este motivo, el HA sera esterilizado por filtracion.
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4.3. Conjugacion de nanoparticulas de oro con acido
hialurodnico tiolado

Se realizaron tres productos diferentes en funcién del tamafo de particula del
portador (12 nm y 4 nm) y del tamafio del polisacarido (30-50 kDa y 8-15 kDa)
siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 3.2.4 para obtener un sistema

dirigido portador de farmacos (Figura 3.6):

EDS1: AuNPs 12 nm con HASH 30-50 kDa
EDS2: AuNPs 12 nm con HASH 8-15 kDa
EDS3: AuNPs 4 nm con HASH 8-15 kDa

4.3.1. Caracterizacion de EDS1, EDS2 y EDS3

Para conocer el estado fisico-quimico de las tres conjugaciones se realizaron
andlisis de caracterizacion estructurales, fisicos y quimicos:

- UV-Vis
- TEM

- DLS

- Pot-Z

- NTA

- ICP-MS
- AEO

4.3.1.1. Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis)

Se realizé el espectro de absorbancia de UV-Vis a los tres conjugados de
AuNPs-HASH (Figura 4.21). Los conjugados EDS1 y EDS2 se compararon con las
AuNPs 12 nm sin conjugar. Se observé que el SPR de los conjugados se desplazé de
520 nm, que corresponde a las AuNPs 12 nm, a 522 nm. Comparando las AuNPs 4 nm
con su conjugado EDS3 se observé que el desplazamiento del SPR fue de 510 nm a 512

nm.

150



RESULTADOS Y DISCUSION

Absrbancia (a.u.)

=

|

emm=AuNPs 12 nm

w==AuNPs 4 nm

EDS1

EDS2

—EDS3

520 nm

350 400 450 500 550

Longitud de onda (nm)

600

650 700 750

Figura 4.21 Espectro de absorbancia UV-Vis de los EDS y AuNPs. Espectro
de las AuNPs 12 nm a 27 ppm Au; AuNPs 4 nm a 45 ppm Au; EDS1 a 237 ppm Au, EDS2 a

248 ppm Auy EDS3 a 249 ppm Au.

4.3.1.2.

Microscopia electréonica de transmision (TEM)

Se realizé TEM entre las AuNPs y los conjugados con HASH (Figura 4.22). Se

observaron AuNPs monodispersas. El HA no puede observarse directamente por TEM,

aunque se observo una sombra alrededor de la AuNP del EDS1 (Figura 4.22 A).

AuNPs

0

- =

Figura 4.22 Imdgenes de TEM de EDS y AuNPs. A) EDS1 y AuNPs 12 nm. B)

EDS2 y AuNPs 12 nm. C) EDS3 y AuNPs 4 nm.
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4.3.1.3. Dispersion dinamica de luz (DLS)

Se obtuvieron resultados del didmetro hidrodindmico de los conjugados EDS
mediante DLS (Tabla 4.11). Se realizaron en dos disolventes diferentes: H,0 milliQ y

PBS.

DLS (d.nm)
H,0 milliQ PBS
EDS1 97,67 + 6,86 79,56 £ 4,26
EDS2 54,27 £ 10,27 25,70 £ 0,78
EDS3 39,96 £ 5,06 37,68 £ 2,81

Tabla 4.11 Caracterizacion de los EDS mediante DLS. Andlisis del didmetro
hidrodindmico de los conjugados (distribucién en niimero). Se analizaron EDS1, EDS2, y
EDS3 a 1 mg/ml de HA en Hz0 milliQ y en PBS.

4.3.1.4. Potencial Z (Pot-Z)

Los resultados obtenidos mediante Pot-Z (Tabla 4.12) mostraron resultados

distintos para los diferentes solventes utilizados (H20 y PBS).

Pot-Z (mV)
H,0 milliQ PBS
EDS1 -38,15+1,27 -19,48 £ 0,74
EDS2 -41,78 £ 1,68 -19,40 £ 0,57
EDS3 -30,93 £ 0,56 -12,53 £ 0,94

Tabla 4.12 Caracterizacion de los EDS mediante Pot-Z. Andlisis de la
repulsion o la atraccién electrostdtica o de carga entre particulas. Se analizé EDS1, EDS2
y EDS3 a 1 mg/ml de HA en Hz0 milliQ y en PBS.

4.3.1.5. Nanosight (NTA)

Las distribuciéon de tamafio de los sistemas EDS también se analizaron
mediante NTA (Figura 4.23), dando como resultado los graficos de distribucién de
tamafio de particula y una cuantificacién del valor de tamafno medio para cada
muestra. El sistema EDS1 tuvo un valor de 128 + 15 nm de didmetro de particula, para
el sistema EDS2 se obtuvo un didmetro de 65 + 2 nm y para el EDS3 un didmetro de 76

+ 4 nm.

152



RESULTADOS Y DISCUSION

Particle Size / Relative Intensity 3D plot

D) NTA (d.nm)
EDS1 128 + 15
EDS2 65 +2
EDS3 76 £4

Particle Size / Relative Intensity 3D plot

Figura 4.23 Resultados de la distribucion de tamaiio por NTA. A) EDS1. B)
EDS2. C) EDS3. D) Representa la media de los mdximos en la distribucion del sistema
mediante Nanosight.

4.3.1.6. Espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-
MS)
Los conjugados EDS se analizaron por ICP-MS dando como resultado

concentraciones muy homogéneas en las tres conjugaciones y muy proéoximas a las

esperadas (1000 ppm) (Tabla 4.13).

ICP-MS
ppm Au NP/ml
EDS1 948,96 + 27,76 5,42x1013 + 1,59x1012
EDS2 992,30 + 66,02 5,67x1013 + 3,77x1012
EDS3 996,13 + 58,34 2,45x101* + 1,43x1013

Tabla 4.13 Caracterizacion de los conjugados EDS mediante ICP-MS.
Cuantificacion de Au de los conjugados EDS1, EDS2 y EDS3.
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4.3.1.7. Analisis elemental organico (AEO)

Las muestras de EDS fueron analizadas por AEO para conocer los porcentajes
de C, Ny H en la muestra (Tabla 4.14) y por tanto la concentracién de HA. Mediante el
AEOQ y el ICP-MS se obtuvo el ndmero de moléculas de HA respecto una AuNP.

AEO

N2 molec HA/AuNP uM HA
EDS1 2158,12 + 127,00 191,88 + 7,06
EDS2 261,08 £ 40,02 24,36 £ 3,94
EDS3 547,82 £ 47,05 166,51 + 8,79

Tabla 4.14 Caracterizacién de los EDS mediante AEO. Cuantificacion del Au
de los conjugados EDS1, EDS2 y EDS3 obteniendo el valor de moléculas del HA alrededor
de una AuNP y la molaridad de HA.
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4.3.2. Reproducibilidad

Se analizaron 4 lotes de cada sistema con el objetivo de evaluar la

reproducibilidad de las conjugaciones EDS1, EDS2 y EDS3 (Tabla 4.15).

Lote 1
Lote 2
Lote 3
Lote 4

Media

Desviacion

Lote 1
Lote 2
Lote 3
Lote 4

Media

Desviacion

Lote 1
Lote 2
Lote 3
Lote 4

Media

Desviacion

EDS1
y Nanosight ICP-MS AE (n®molec
DLS (d.nm) Pot-Z (mV) bl o) HA/NP) pH
H.0miliQ PBS H.0miliQ PBS
90,83 74,90 -37 -18,5 117 954,65 2263,00 4,95
107,17 81,94 -37,1 -20,3 112 954,65 2271,20 4,93
96,98 84,20 -39,2 -19,6 140 910,24 2028,61 4,93
95,71 77,20 -39,3 -19,5 143 976,30 2069,66 4,96
97,67 79,56 -38,15 -19,48 128 948,96 2158,12 4,95
6,86 4,26 1,27 0,74 15 27,76 127,00 0,02
EDS2
Nanosight ICP-MS AE (n°molec
DLS (d.nm) Pot-Z (mV) (d.nm) o] HA/NP) pH
H.0miliQ PBS H.0miliQ PBS
50,51 25,33 -43,9 -18,6 62 935,24 271,00 4,87
61,33 25,00 -39,8 -19,8 65 935,24 271,72 4,93
63,73 26,54 -41,9 -19,8 66 1044,22 204,00 4,92
41,50 25,92 -41,5 -19,4 67 1054,49 297,60 4,89
54,27 25,70 -41,78 -19,40 65 992,30 261,08 4,90
10,27 0,68 1,68 0,57 2 66,02 40,02 0,03
EDS3
y Nanosight ICP-MS AE (n®molec
DLS (d.nm) Pot-Z (mV) bl o) HA/NP) pH
H.0miliQ PBS H.0miliQ PBS
39,58 40,85 -31,7 -13,7 79 955,25 499,90 3,46
33,09 38,04 -30,7 -11,4 78 955,25 515,02 4,13
44,83 37,84 -30,4 -12,6 70 995,04 589,70 3,61
42,33 34,00 -30,9 -12,4 77 1079,00 586,65 3,64
39,96 37,68 -30,93 -12,53 76 996,13 547,82 3,71
5,06 2,81 0,56 0,94 4 58,34 47,03 0,29

Tabla 4.15 Resumen de los diferentes lotes de los conjugados EDS. La tabla
recoge los datos de DLS, Pot-Z, Nanosight, ICP-MS y AEO como técnicas mds
caracteristicas del andlisis de la reproducibilidad de los conjugados EDS1, EDS2 y EDS3.
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4.3.3. Esterilizacion y estabilidad de los EDS

La esterilizacién de los conjugados se realiz6 mediante filtracion con filtros 0,2
um PES. La esterilizacion por autoclavado ya se descart6 tras los resultados obtenidos
con el HASH. En la Figura 4.24 se muestra en A (EDS1), B (EDS2) y C (EDS3) que la
filtracion se llevé a cabo satisfactoriamente sin ninguna pérdida ni cambio de color en
el filtro. Sin embargo, en la Figura 4.24 D, donde se testé un control de AuNPs 4 nm
con HA 30-50 kDa no tiolado, la filtracién no fue correcta ya que parte de las AuNPs se

quedaron adheridas en el filtro.

En este experimento, tras afiadir la cistamina a todas las soluciones que habian

pasado por el filtro, solo agregaron las de la Figura 4.24 D.

A) B) Q) D)
& < S  ERa & o

. & 8 e¥ e .
cl Ci‘ Cis

Figura 4.24 Imdgenes de la esterilizacion y estabilidad de los conjugados
EDS. A) EDS1 filtrado y con cistamina 0,074 nM B) EDS2 filtrado y con cistamina 0,074
nM. C) EDS3 filtrado y con cistamina 0,074 nM. D) AuNPs-HA sin tiolar filtrado y con
cistamina 0,074 nM.
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4.3.4. Tabla Resumen

En la tabla (Tabla 4.16) se muestran los resultados de caracterizacién de los

tres sistemas.

12 nm 1x 4nm EDS1 EDS2 EDS3
UV-Vis (nm) 520 510 522 522 512
'(’}';fo(]d'“m) 11,56+ 0,18 | 429%0,62 | 97,67+686 | 54271027 | 39,96+ 5,06
z‘;:(')z) (mv) -3848+1,82 | -25,23+1,21 | -38,15+1,27 | -41,78+ 1,68 | -30,93 + 0,56
NTA (d.nm) 128+15 652 76 + 4
'(gf)'lf]"iu) 27,31+£1,63 | 4522+1,88 945;'3762 * 9226"%(; * 995f3"131t
cone, (Npympy | LOOX107E | LILAON: | 542x100% | 567x100: | 245x101%
9,3x1010 4,64x011 1,59x1012 3,77x1012 1,43x1013
?;eomolec. 215812+ 261,08 547,82 *
s 127,00 40,02 47,05

Tabla 4.16 Tabla resumen de las AuNPs 12 nm 1x, AuNPs 4 nm y los
conjugados EDS. La tabla recoge los datos de UV-Vis, DLS, Pot-Z, NTA, ICP-MS,
Concentracion (NP/ml) y AEO de las AuNPs 12 nm 1xy 4 nm y los conjugados EDS1, EDS2
y EDS3.

4.3.5. Eficacia in vitro para la seleccion del candidato EDS

4.3.5.1. Citotoxicidad

Los estudios de citotoxicidad del EDS se realizaron en la linea celular Panc-1,
ya que esta linea tumoral de pancreas expresa niveles elevados del receptor CD44
(Tabla 4.17). El estudio mostré que los candidatos EDS2 y EDS3 no presentan ninguna
toxicidad para las células a las concentraciones testadas (hasta 1000 ppm de Au). Sin
embargo, EDS1 mostré niveles de toxicidad superiores, presentando un IC50 cercano

alas 100 ppm de Au.

I1C50 Panc-1
Ppm Au
EDS1 97 + 42 ppm
EDS2 No téxico hasta 1000 ppm
EDS3 No téxico hasta 1000 ppm

Tabla 4.17 Tabla de IC50 en Panc-1 de los candidatos EDS1, EDS2 y EDS3.
IC50 de los candidatos expresados en ppm de Au.
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4.3.5.2. Internalizacion

Continuando con la linea celular Panc-1, se realiz6 un experimento de
internalizacion del Au de los EDS a las células (Figura 4.25). Los resultados mostraron
que en EDS1 hubo mas internalizacién de Au que en el resto, seguido de EDS3 y

finalmente EDS2, que presenta niveles muy bajos de Au.
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Figura 4.25 Internalizacion de EDS1, EDS2 y EDS3 en Panc-1.
Representacion de la cantidad de AuNPs en una célula de Panc-1 en los tres sistemas EDS.

4.3.6. Caracterizacion del candidato EDS1

Mediante la caracterizacion de los tres sistemas EDS se pudo concluir que el
candidato EDS1 era el que mejor resultados obtuvo a nivel de caracterizacién y de
efectividad in vitro, principalmente por la elevada internalizacién que present6. Por
ese motivo, se completd la caracterizacién de este candidato con el fin de conocer
mejor sus propiedades fisico-quimicas. Se realizaron analisis de:

- FT-IR
- TGA
- ESCA
- TEM
- SEM
- AFM

4.3.6.1. Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR)

El resultado del espectro FT-IR del candidato EDS1 (Anexo Figura 7.7) no
mostré diferencias en los espectros, con respecto a los andlisis realizados
anteriormente en HASH 30-50 kDa (Anexo Figura 7.5 B) ni HA 30-50 kDa (Anexo
Figura 7.5 A).
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4.3.6.2. Analisis termogravimétrico (TGA)

El TGA (Anexo Figura 7.8) evidencié una pérdida de peso organico de un

72,3%, siendo la Unica parte organica la HASH.

4.3.6.3. Espectroscopia electronica para analisis quimico (ESCA)

El espectro de EDS1 (Figura 4.26) obtenido mediante ESCA mostré una
superposicién exacta de los espectros por separado de HASH 30-50 kDa y AuNPs 12

nm, describiendo la estructura electrénica de cada compuesto del sistema.
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Figura 4.26 Caracterizacién por ESCA de EDS1 compardndolo con HASH
30-50 kDa, HA 30-50 kDa y las AuNPs 12 nm. Se obtienen los espectros generales de
ESCA de los compuestos.

Ademas, por ESCA también se analiz6 el estado de oxidacién del oro en la
solucién de EDS1 (Figura 4.27). Para las AuNPs tenemos unos valores de 87,5 y 83,8

eV mientras que la conjugaciéon se desplaza hasta valores de 86,8 y 83 eV.

El carbono (Figura 4.27) de las AuNPs viene determinado por el citrato de
sodio, con enlaces C-C, C-H y C=0. En el EDS1 hay 3 enlaces distintos, uno es el de los

C-H mas C-C, y los otros son C-0 y C=0.
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AuNPs 12 nm EDS1

Audf

C1S

Figura 4.27 Espectro del ESCA en las regiones espectrales Au4fy C1s, de
las AuNPs 12 nm y el EDS1.

4.3.6.4. Microscopia electrénica de transmision con técnica de tincion
negativa (TEM)

Las muestras de AuNPs y EDS1 fueron analizadas de nuevo por TEM pero

realizando previamente una tincién negativa. En la Figura 4.28 se muestra la

comparativa entre las AuNPs y el EDS1.

La comparativa de las dos muestras sin tincién negativa, ya muestra algunas
diferencias en las imagenes, donde se puede observar una sombra gris alrededor de

las AuNPs de la muestra EDS1.

La tincién con acetato de uranilo 2% (pH 4) mostré una sombra gris muy
tenue y poco definida alrededor de las AuNPs. Sin embargo, la muestra de EDS1

mostré una sombra mas evidente y definida.

En las imagenes obtenidas mediante la tincién de fosfotungstato de sodio (pH

7,5) no se observaron diferencias entre AuNPs y EDS1.
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No tratado

Acetato de Uranilo

Fosfotungstato de Sodio

AuNPs 12 nm

EDS1

Figura 4.28 Comparacion de las imdgenes obtenidas en el TEM mediante
tincién negativa. Tincion de las AuNPs 12 nm (izquierda) y EDS1 (derecha) mediante
Acetato de Uranil 2% pH 4y Fosfotungstato de Sodio pH 7,5.
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4.3.6.5. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las imagenes de EDS1 (Figura 4.29) mostraron las AuNPs como esferas
blancas mientras que el HA se observé con un color gris mas intenso. Cabe destacar

que siempre se encontraban las AuNPs conjuntamente con el HA.

Figura 4.29 Imdgenes tomadas del EDS1 mediante SEM entre 10y 5 kV.

Las imagenes de EDS1 fueron obtenidas por STEM-HAADF (Figura 4.30). La
imagen A son AuNPs 12 nm, esferas blancas como se obtuvieron en el anterior analisis
con SEM. La muestra B y C se distingue el HA por su nube blanca y las AuNPs como

esferas blancas que se encuentran en esa nube.
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Figura 4.30 Imdgenes tomadas del EDS1 por STEM-HAADF a 20 kV. A)
Imagen de AuNPs 12 nm; B) y C) Imdgenes del EDS1.

4.3.6.6. Microscopia de fuerza atomica (AFM)

Las imagenes de AFM del sistema EDS1 mostraron dos tipos de esferas (Figura
4.31). Se observoé que las esferas grandes se encontraban sobre unos 0,109 um (12,0
mV) de didmetro horizontal; mientras que las esferas pequefias 0,031 pm (37,49 mV)
de didmetro horizontal. Los 37 mV significa que el material desfasa mas respecto al
material mas duro (soporte de mica), por tanto representa un material mas blando

como el HA.
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Figura 4.31 Imdgenes tomadas por AFM del EDS1. A) Imagen captada 5x3
micrones en imagen topogrdfica y su andlisis. B) Figura captada 5 um en imagen
topogrdfica y su andlisis. C) Imagen obtenida a 2 um. D) Imagen obtenida a 5 um.
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4.3.7. Discusion
4.3.7.1. Eleccion de la conjugacion EDS

Una vez sintetizados y caracterizados los dos componentes del EDS, (AuNPs y

HASH), se estudiaron diferentes combinaciones para obtener el sistema mas eficaz.

La combinacién de tamafios seleccionados se realiz6 estudiando el niimero de
atomos de oro en la superficie de la AuNPs. De la caracterizacién realizada a las AuNPs
conocemos los didmetros de particula (Tabla 4.7) y aplicando la férmula de la Figura
3.22 se obtuvo para las AUNPs 12 nm un valor de = 8000 adtomos de Au en su

superficie y * 1000 4tomos de oro en superficie para las AuNPs 4 nm.

Para aproximar cuantitativamente la interaccién de oro-azufre (Vericat et al.,
2005), el destino del protén sulfhidrilo (Hasan et al., 2002) y la conformaciéon de la
fraccion organica, dependen de la molécula conjugada y no es trivial. Jandzinsky et. al
mostroé la cristalizacion y la determinacion de la estructura por rayos X de un acido p-
mercaptobenzoico (p-MBA) protegiendo a las AuNPs, que comprendi6é 102 dtomos de
oroy 44 de p-MBAs (Jadzinsky et al., 2007). Sin embargo, el criterio para combinar los
diferentes tamafios de HASH (30-50 y 8-15 kDa) y AuNPs (12 y 4 nm) fue mediante la
justificacién de que las AuNPs 12 nm tienen mas atomos de Au en superficie y por eso
se combinaron con el HASH 30-50 kDa y 8-15 kDa; en cambio las AuNPs 4 nm tienen
menos atomos de Au en superficie y se decidi6 conjugarlo solo con el tamafio de HA

mas pequeilo (HASH 8-15 kDa).

4.3.7.2. Caracterizacion de los EDS

Tras la sintesis de los tres candidatos seleccionados, se realiz6 una
caracterizacion exhaustiva para poder escoger el mejor de ellos y continuar con el

proyecto.

Se realizé un espectro UV-Vis comparando los tres EDS entre ellos y también
con las AuNPs 12 y 4 nm, de esta manera se observé el cambio en el SPR al anadir el
HASH (Figura 4.21). Los desplazamientos de los EDS respecto a las AuNPs fueron de 2
nm segun el tamafio de AuNP. Estos cambios son causados por el enlace Au-SH, ya que
se produce una reduccién en la densidad de electrones de las AuNPs (Lica et al.,, 2004)

produciéndose una transferencia de carga de los electrones 5d de los atomos de
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superficie a los 3p del S. Ademadas, también se produce un incremento de la
amortiguacion debido a la localizacién de carga en la superficie de la NP (Crespo et al,,
2004; Hovel et al, 1993; Zhang,P. et al., 2003). Sin embargo, la amortiguacién no
mostré grandes cambios en la anchura de la curvatura del espectro, por lo que justifica
sistemas estables y no agregados. El HASH le da estabilidad estérica a las AuNPs
estabilizandolas frente la carga electroestatica que tenian al estar con el citrato. El
incremento en la intensidad de absorbancia quedé justificado por las diferencias de

concentracion entre las AuNPs y los EDS (Figura 4.1 y Figura 4.2).

Visualmente no hubieron diferencias en las muestras de TEM entre las
AuNPs (12 y 4 nm) y sus conjugados EDS (1, 2 y 3) (Figura 4.22). El HASH no tiene
suficiente densidad electrénica para verse por el TEM, con lo que las imagenes de los
conjugados son igual que las AuNPs (Lee,H. et al,, 2008; Lee,M.-Y. et al.,, 2012). Sin
embargo, en algunas imagenes (Figura 4.22 A) se intuye una sombra alrededor de las
AuNPs del EDS1 que podria corresponder a un efecto producido por el secado del agua

de la muestra en contacto con HA.

En cuanto al andlisis del didmetro de los sistemas EDS, se utiliz6 el DLS. Al
conocer que las sales afectaban al HASH se realizaron las medidas de tamafio
hidrodindmico de los EDS1, 2 y 3 en H20 y en PBS (Tabla 4.11). Se confirm6 que en
PBS los valores son menores que en H;0, tal y como se observé en el andlisis de los
HASH (Figura 4.17). Ademds, los valores en H;0 se ratificaron al realizar la
caracterizacion del didmetro de particula por NTA (Figura 4.23), obteniendo valores
similares en DLS y NTA para cada EDS. Analizando cuantitativamente el valor
obtenido de los didmetros queda confirmado el hecho de que el HASH se ha conjugado

ala AuNP. Los valores son mayores que cada material por separado (Tabla 4.16).

Las cargas superficiales de los sistemas EDS dan valores menos negativos en
PBS que en H;0 (Tabla 4.12). Los valores en H,O son mds estables y ademas son
inferiores al disminuir el tamafio de particula, debido a que los grupos funcionales que

dan esa carga negativa también disminuyen.
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Los resultados obtenidos mediante AEO de los conjugados (Tabla 4.14) son
justificables teniendo en cuenta los &tomos en superficie para EDS 1 y 3. El conjugado
EDS1 tiene un didametro de particula de 12 nm, ello conlleva tener ~ 8000 dtomos de
Au y una superficie efectiva mayor que para el conjugado con AuNPs de 4 nm. Para el
conjugado EDS3, las NPs tienen un didmetro mas pequeio que el resto y por ello
menos atomos de Au en su superficie (= 1000 dtomos de oro), sin embargo, contiene
mayor nimero de NPs por mililitro, 2,48x1014 NP/ml (Tabla 4.13). En relacién al
conjugado EDS2, éste tiene una superficie mayor que la de 4 nm pero conjuga menos
HASH. En la Tabla 4.10, que resume la tiolacién del HA, se observo que el rendimiento
de la reaccién para el HASH 8-15 kDa era menor (78,26%) que para el HASH 30-50
kDa (82,50%). Queda sin ser justificable la poca conjugacién en el EDS2.

La Tabla 4.15 recoge la poca variabilidad fisico-quimica que hay entre
diferentes lotes de produccién de EDS. Se confirma que el sistema de sintesis y

caracterizacion es estable y reproducible.

4.3.7.3. Esterilizacion y estabilidad de los EDS

Ya se ha comentado en esta tesis la importancia de esterilizar las muestras
para su posterior aplicaciéon biolégica. Para confirmar que el producto que habia
pasado por el filtro todavia mantenia sus propiedades, se afiadié cistamina. Tal y como
se demostro en el apartado de esterilidad y estabilidad de las AuNPs (Figura 4.8), la
cistamina hace desestabilizar las NPs sin conjugar y por tanto agregan y cambian

rapidamente de color.

Para medir el grado de estabilidad de los sistemas, se realizo una incubacién
con cistamina, donde solo agreg6 la soluciéon de AuNPs conjugadas a HA no tiolado
(Figura 4.24 D), debido a que no tienen el HA conjugado de manera covalente,

perdiendo asi estabilidad. Solo las AuNPs recubiertas con HASH se mantienen estables.

Por tanto, concluimos que el método adecuado para esterilizar las soluciones
de EDS seria mediante filtracién, y ademds, se obtuvo un método visual mediante

cistamina para saber si el HASH ha recubierto las AuNPs y las ha estabilizado.
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4.3.7.4. Eficacia in vitro parala seleccion del candidato EDS

Ademas de la caracterizacion fisico-quimica de los tres EDS, se realizaron
experimentos in vitro (toxicidad e internalizacién) para definir y seleccionar un

candidato final idéneo para encapsular fAirmacos antitumorales.

El objetivo del experimento de citotoxicidad era comprobar si el sistema era
toéxico. Se escogidé Panc-1, como linea celular tumoral por su elevada expresion del
receptor CD44. Los resultados de IC50 (Tabla 4.17) mostraron que EDS2 y EDS3 no
eran téxicos a concentraciones hasta 1000 ppm, pero para EDS1 se obtuvo un valor de
97 + 42 ppm Au. Otros estudios realizados en este laboratorio y no presentados en
esta tesis, demostraron que este candidato no presenta ninguna toxicidad en células
sanas. Ademas, existen publicaciones que demuestran que un sistema de AuNPs 12 nm
con HASH de 5 kDa no present6 toxicidad en la linea 3T3 de fibroblastos (Di Guglielmo
etal, 2012).

La cuantificacion de Au intracelular como método para determinar el grado de
internalizacion en la célula de los EDS (Figura 4.25), dio como resultado para EDS1 un
mayor ndmero de AuNP por célula. Respectivamente, EDS3 y EDS2 fueron de mayor a
menor internalizacién de Au. La internalizacién tiene lugar mediante la unién del
sistema al receptor CD44. Analizando la cantidad de HA que tiene cada EDS (Tabla
4.16) se vio una correspondencia entre la cantidad de HA y la internalizacién
intracelular, dandose una mayor internalizacién cuando hay mayor cantidad de HA

por NP en el sistema.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos tanto en la caracterizacion fisico-
quimica (Tabla 4.16) como en los estudios in vitro (Tabla 4.17 y Figura 4.25), se
decidi6 elegir el EDS1 como sistema de liberacion de farmacos. Los motivos

principales fueron:

* El EDS1 contiene mayor nimero de moléculas y tiene un tamaifo
superior de HA. Esta caracteristica podria favorecer que el sistema se

mantuviese mas tiempo en sangre, ya que tamafios demasiado
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pequefios pueden eliminarse rapidamente. (Li et al., 2012; Morigi et

al, 2012).

* La carga elevada y negativa del sistema también es una caracteristica
de estabilidad y poca toxicidad, aunque las pruebas in vitro
confirmaron una leve toxicidad en células tumorales a

concentraciones elevadas.

* El EDS1 fue el que presenté mayor internalizacién de Au en las células.
Por tanto, mayor cantidad de droga sera transportada al interior de la

célula.

4.3.7.5. Caracterizacion del candidato EDS1

Tras haber seleccionado el candidato definitivo, se continué realizando

diversos estudios para completar la caracterizacion.

El FT-IR se realiz6 con el objetivo de analizar algin cambio en los grupos
funcionales del HASH al conjugarse con la AuNP. Los resultados del espectro del EDS1
(Anexo Figura 7.7) demuestran que no hay diferencias significativas con los espectros
de HA y HASH (Anexo Figura 7.5), lo que demuestra que los grupos funcionales no se

han modificado al ser conjugada la molécula HASH con las AuNPs.

La cuantificaciéon de la cantidad de HASH que hay en el EDS1, obtenidos a
partir de los andlisis de AEO e ICP-MS, mostré un 89,5% de HASH en peso seco. Sin
embargo, en el TGA (Anexo Figura 7.8) vimos un 72,3% de pérdida de peso organico,
es decir HASH. Esta diferencia se debe a que en AEO se analiza también las moléculas
de agua que pueda contener, mientras que en el TGA se obtiene el valor de H;0 en la
muestra independientemente de la materia organica. Por tanto, el TGA demostré que
habfa un 9,3% de H;0 en el EDS. El método de liofilizacién no dejé la muestra

totalmente seca para los analisis.

Se realizé un estudio mediante la técnica ESCA con el objetivo de ver la
conjugacién del HASH 30-50 kDa y las AuNPs 12 nm. Las seflales obtenidas en las

muestras HA y HASH se corresponden con los descritos en la bibliografia (Pasqui et al.,
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2007), con la diferencia que en el HA se observd el Na de la sal del hialuronato,
mientras que el HASH ha perdido ese Na en la didlisis, sin embargo no se detect6 el -
SH. En las AuNPs se identificaron las energias de enlace correspondientes al Au y al
citrato (Mikhlin et al, 2011). Para el sistema EDS1 se obtuvo un espectro

correspondiente a la superposicién de los espectros AuNPs 12 nm y HASH 30-50 kDa.

El andlisis de las regiones espectrales de Au4fy C1S de AuNPs 12 nm y EDS1 se
realizaron a partir de los resultados de ESCA (Figura 4.27). Como se describe en la
bibliografia (Huo et al., 2008), el Au presenta un doblete de picos que se considera un
Unico enlace; para el Au3+ los picos se muestran a 89 y 86 eV, para Aul+ a 88,5 y 84,5
eV mientras que para Au® los valores son de 87,5 y 83,8 eV. En el anadlisis de EDS1 se
obtuvieron dos picos de Au (Figura 4.27) que se ajustan a la posicion descrita en la
bibliografia para el estado de oxidacién del Au?, confirmando que la sal de oro se ha
reducido completamente en la sintesis. Los valores energéticos Au4f se desplazan
hacia valores menores de energia al estar conjugados al HASH. Los valores para C1S de
las AuNPs viene determinado por el citrato, siendo los enlaces C-C, C-H y C=0
detectados y justificados por la bibliografia (Park et al, 2014). También para el
andlisis de EDS1 los valores correspondientes a los enlaces C-H, C-C y C-0, C=0 estan

referenciados en la bibliografia (Mikhlin et al., 2011).

Debido a que las imagenes del TEM de los EDS (Figura 4.22) no concluyeron
imagenes definitivas de la materia organica se aplicé la técnica de tincién negativa
para TEM en el sistema EDS1 con el objetivo de visualizar el HA alrededor de la AuNP.
Solo las muestras de EDS1 mediante acetato de uranilo mostraron un sombreado
distinguiendo la materia organica, sin embargo se observé materia organica donde no
habian AuNPs, por lo que sefiala un exceso de HA en la formulacién. El fosfotungstato
de sodio dio tincion en las AuNPs sin conjugar, por lo que el resultado en el EDS1 no es

fiable (Figura 4.28).

Los resultados obtenidos mediante tincién negativa por TEM no fueron tan
buenos como se esperaba y se realizé6 un andlisis de las muestras por SEM para
conseguir finalmente visualizar la materia orgdnica de nuestro sistema EDS1. Los

resultados obtenidos mediante dos analizadores SEM diferentes, siempre mostraron
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imagenes donde el HA no se encuentra aislado, sino que se encontraba alrededor de

las AuNPs (Figura 4.29 y Figura 4.30).

La caracterizacion del EDS1 se finalizé realizando un andlisis por AFM (Figura
4.31). Los resultados mostraron dos tamafios de particula diferentes (Figura 4.31 C).
La fuerza ejercida por el cantiléver en cada tamafio de esfera confirmé que en la esfera
grande el material era mas duro debido probablemente al contenido de AuNPs. En
cambio, en la esfera pequefia, la fuerza aplicada es menor y se hunde méas debido a que
contiene tan solo HA. Este andlisis nos confirma que a pesar de haber eliminado los
restos de HA no conjugados a la AuNP, todavia tenemos exceso de HA en el sistema

EDS1, como también reflejé el TEM con tincién negativa (Figura 4.28).
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4.4. Caracterizacion de la conjugacion de EDS1 al farmaco
antitumoral

En los puntos anteriores se han descrito y analizado el portador del sistema
(AuNP) y el elemento que dirige el sistema a las células tumorales (HASH), llegando a
la conclusiéon de que EDS1 era el 6ptimo candidato. En el presente apartado se
muestran los resultados obtenidos de incorporar fAirmacos antitumorales al sistema

EDS1 para validar el sistema de liberacién controlado.

4.4.1. Sintesis y caracterizacion del EDS1 con cisplatino
4.4.1.1. ViaACis
4.4.1.1.1. Caracterizacion de la sintesis del ligando L

Para llevar a cabo la sintesis por la via A, se sintetizo el ligando L que
proporciond el tiol para enlazar el Cis con la NP. La sintesis del ligando se realizé en

dos pasos como se describe en el apartado 3.2.5.1.1.

El primer paso fue la carboxilaciéon de la cistamina obteniendo el derivado
carboxi-metilado de cistamina (Figura 3.11) que se caracterizé mediante RMN (Anexo
Figura 7.9). Los resultados para 1H RMN (CDCI3, 400 MHz, ppm) fueron: 4,15-4,20
(8H, q, -CH2-0-C=0-); 3,63 (8H,s, -0-C=0-CH2-); 3,09-3,13 (4H, t, -N-CH2-); 2,83-2,87
(4H, t, -CH2-S); 1,26-1,29 (12H, t, -CH3). También se caracterizé por HPLC-MS (Figura

4.32) obteniendo una masa molecular de 497,2 Da.
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Figura 4.32 Espectro de masas del derivado carboxi-metilado de
cistamina.

Finalmente se continué con la reaccién y se obtuvo el ligando L (Figura 3.11).
Se caracteriz6 mediante RMN (Anexo Figura 7.10), obteniendo el espectro asignado a
la molécula, 1H RMN (DMSO, 400 MHz, ppm): 3,45 (8H,s, -0-C=0-CH2-); 2,92-2,95 (4H,
t,-N-CH2-); 2,79-2,82 (4H, t, -CH2-S).
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4.4.1.1.2. Caracterizacion de la conjugacion via A Cis

Se realiz6 la caracterizacion del sistema via A Cis mediante UV-Vis, TEM, DLS,

Pot-Z e ICP-MS utilizando estas técnicas como las mas importantes para conocer el

sistema.

El UV-Vis mostré el mismo SPR a 525 nm para A.1 y A.2 (Figura 4.33 A). Las

imagenes del TEM mostraron los sistemas via A.1 Cis y via A.2 Cis (Figura 4.33 B) sin

aglomerados y se vieron las AuNPs monodispersas. Sin embargo, en el DLS realizado

para la via A.1 el radio hidrodindmico en nimero es ligeramente mdas pequefio que

para la via A.2 (Figura 4.33 C) y la carga superficial de la via A.1 también es

ligeramente menor que en la A.2. Para conocer la concentracién de Cis que se cargé en

el sistema se analiz6 la cantidad de Pt mediante ICP-MS y como resultado se obtuvo

una mayor encapsulacion para la via A.1 con un ratio de 3187,42 moléculas de Cis por

AuNP.
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35 Via A.1 Cis Via A.2 Cis
oy . ——Via A.1 Cis
3 3
= 25 Via A2 Cis
-E 1,5
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0,5 1Y
0 b .
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 1 v
Longitud de onda (nm)
C) DLS (d.nm) Pot-Z (mV)
Via A.1 Cis 51,09+ 7,46 | -31,20+2,08
Via A.2 Cis 54,73+589 | -34,20+ 3,65
D) ICP-MS Conc. Au Conc. Conc.Pt  Conc. Cisplatino N2 molec
ppm NP /ml (ppm) (1M) Cis/ NP
Via A.1 Cis 187,67 1,07x1013 9,69 56,27 318742
Via A.2 Cis 171,10 9,77x1012 2,02 10,10 623,36

Figura 4.33 Caracterizacion de la via A Cis. A) Espectro del UV-Vis de la via
A.1 y A.2 Cis. B) Imdgenes del TEM de la via A.1 y A.2 Cis. C) Resultados del didmetro
hidrodindmico en niimero y de la carga superficial de la via A.1 y A.2 Cis. D) Resultados de
ICP-MS del sistema via A Cis.
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4.4.1.2. ViaBCis

La via B Cis se disefié con el objetivo de conjugar al EDS1 el firmaco mediante
un ligando (MUA) que une al fArmaco directamente a la AuNP mediante tioles (Figura
3.12). El sistema MUA-Cis se conjug6 con diferentes concentraciones (B.1 Y B.2) al

EDS1.

Para caracterizar la via B Cis se realizé un UV-Vis donde se obtuvieron las SPR
de las dos concentraciones (B.1 y B.2) al mismo maximo de 525 nm (Figura 4.34 A).
Las imagenes del TEM (Figura 4.34 B), mostraron AuNPs monodispersas y sistemas
no aglomerados. El DLS y el Pot-Z no mostraron mucha diferencia entre los
conjugados B.1 y B.2 Cis (Figura 4.34 C). Sin embargo, el resultado extraido del
andlisis por ICP-MS revel6 una alta conjugacién de Cis en el sistema A.1 comparado

con el sistema A.2 (Figura 4.34 C).
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1CP-MS Conc. Au Conc. Conc. Pt Conc. Cisplatino N2 molec
ppm NP /ml (ppm) (1uM) Cis/ NP

[ Via B.1 Cis 205,32 1,18x1013 55,62 285,23 14558,81
| ViaB.2 Cis 207,30 1,19x1013 2,64 13,54 685,30

Figura 4.34 Caracterizacion de la via B Cis. A) Espectro del UV-Vis de la via
B.1 y B.2 Cis. B) Imdgenes del TEM de la via B.1 y B.2 Cis. C) Resultados del didmetro
hidrodindmico en niimero y de la carga superficial de la via B.1y B.2 Cis. D) Resultados de
ICP-MS del sistema via B Cis.
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4.4.1.3. ViaCCis

El farmaco se ha ligado al sistema EDS1 por encapsulacién al polisacarido del
sistema a través de los grupos carboxilicos del glucurénico del HA (Figura 3.13). Se

prepararon diferentes concentraciones de Cis (C.1, C.2 y C.3) en la encapsulacién.

En la via C Cis se volvi6 a utilizar el UV-Vis, el TEM y el ICP-MS como técnicas
mas comunes para caracterizar el sistema EDS-fArmaco. El UV-Vis mostré un valor
maximo de SPR de 525 nm para las tres concentraciones (C.1, C.2 y C.3) (Figura 4.35
A). Las imagenes del TEM mostraron las AuNPs sin agregaciones (Figura 4.35 B). Los
radios hidrodindmicos de los tres productos incrementaron al disminuir la
concentraciéon de Cis pero en el Pot-Z los valores obtenidos incrementan el valor
negativo al incrementar la concentracién de Cis (Figura 4.35 C). Los valores obtenidos
en el andlisis de ICP-MS fueron valores muy elevados para el producto C.1 Cis,

obteniendo 96698,84 moléculas de Cis por cada AuNP (Figura 4.35 D).
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B) . .
—via €10 Via C.1 Cis Via C.2 Cis Via C.3 Cis
—iaC2Cis 1 1
=ViaC3Cs
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Absobancia (a.u)
o -
o i o

e

300 350 400 450 500 550 6O0 650 OO 750
Longitud de onda (nm)

Q) DLS (d.nm)  Pot-Z (mV)

ViaC.1Cis | 82,97+7,19 | -40,70 £ 4,50
ViaC2Cis | 8523+843 | -39,43+538
ViaC3Cis | 91,65+887 | -3822+4,75

D) ICP-MS Conc. Au Conc. Conc. Pt Conc. Cisplatino N2 molec
ppm NP /ml (ppm) (uM) Cis/ NP

Via C.1 Cis 1000,08 5,74x10'3 1797,77 9215,53 96698,84

Via C.2 Cis 822,25 4,72x1013 545,08 2794,16 35655,13

Via C.3 Cis 791,17 4,54x1013 25,57 131,10 1739,24

Figura 4.35 Caracterizacion de la via C Cis. A) Espectro del UV-Vis de la via
C.1, C2 y C3 Cis. B) Imdgenes del TEM de la via C.1, C.2 y C.3 Cis. C) Resultados del
didmetro hidrodindmico en niimero y de la carga superficial de la via C.1, C.2 y C.3 Cis. D)
Resultados de ICP-MS del sistema via C Cis.
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4.4.1.4. Caracterizacion de C.1 Cis

El compuesto via C.1 Cis result6 ser el compuesto que mas fairmaco encapsulé
(Figura 4.35 C). Se sigui6 caracterizando el compuesto C.1 Cis mediante AEO, TGA y
RMN.

El andlisis por AEO del compuesto C.1 Cis dio un valor de 2315,32 moléculas

de HA respecto a una AuNP y una concentracién de Cis de 9135,46 uM (Tabla 4.18).

AEO
N® molec HA/AuNP uM Cis
Via C.1 Cis 2315,32 £89,54 | 9135,46 £ 4,29

Tabla 4.18 Caracterizacion de C.1 Cis por AEO.

El analisis por TGA (Anexo Figura 7.11) dio un valor del 43,58% para HASH y
18,33% para el Cis. La muestra para TGA fue liofilizada y se observ6 una humedad en

la muestra del 2,79%. El 35,3% restante correspondié al Au.

Comparando los datos del TGA (Anexo Figura 7.11) con los del AEO (Tabla
4.18) e ICP-MS (Figura 4.35 D), se obtuvieron unos valores en porcentaje de materia

muy parecidos y comparativos entre técnicas (Tabla 4.19).

ICP-MS y AEO TGA
% HASH 47,07 43,58
% Cis 14,83 18,33

Tabla 4.19 Comparativa del % de HASH y Cis mediante ICP-MS, AEO y TGA.

El RMN del compuesto via C.1 Cis (Anexo Figura 7.12) no se diferencia del
HASH 30-50 kDa (Anexo Figura 7.3 B). El hecho de tener AuNPs en la solucién de

andlisis da sefiales mas anchas y menos definidas.
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4.4.1.5. Estabilidad del producto C.1 Cis

Se estudié la estabilidad en el tiempo del producto via C.1 Cis en las
condiciones de almacenaje (solucién acuosa a 4 2C), donde se observo que la pérdida

de Cis fue de un 10% tras 1 mes y se mantuvo a los 3 meses (Figura 4.36).

1 mes 3 meses
250 250
200 %Pt 200 %PT
150 %Au 150 %Au
100 100
s 9,99% B0 9,95%
0 0
EDS-Cis Pérdida Cis EDS-Cis Pérdida Cis

Figura 4.36 Estudio de estabilidad caracterizando la pérdida de Pt del Cis
en C.1 Cis. Tiempo de andlisis 1y 3 meses.

En la Figura 4.37 se muestra la influencia del pH en la liberacién del fairmaco.
Para pH 7, pH 5 y pH 3 en PBS la liberacién del cisplatino fue creciente con el tiempo.
Se observé que a pH 3, a las 24 h la liberacién de platino es mayor que a pH 5y 7

respectivamente.

80
70
60
50

pH 7 PBS
40 =s=pH 5 PBS

30 =+=pH 3 PBS
20

10

% liberaci6on de Pt

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Tiempo (h)

Figura 4.37 Influencia del pH en la liberacién del Cis del C.1 Cis. La
liberacién del Pt del Cis en el tiempo (0h, 30, 1h, 6h, 24h, 48h 'y 72 h) influenciado por el
pH 7, pH 5y pH 3 en PBS.

Los resultados de estabilidad con la enzima hialuronidasa (Figura 4.38)
mostraron el efecto de la enzima catalizando la hidrélisis del HA y liberando todo el

Cis encapsulado.
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Hialuronidasa O%Pt O%Au

1h 1h 4h 4h 6h 6h 12h 12h 24h 24h 48h 48h
ClCis Cis Cl1Cis Cis Cl1Cis Cis Cl1Cis Cis Cl1Cis Cis Cl1Cis Cis

Figura 4.38 Influencia de la hialuronidasa en la liberacion del Cis en C.1

Cis. La liberacién del Pt del Cis en el tiempo (1h, 4h, 6h, 12h, 24h y 48 h).

4.4.1.6. Eficacia in vitro del sistema C.1 Cis

Se test6 in vitro el sistema C.1 Cis afiadiendo como control el EDS1 y el Cis. El
IC50 calculado del experimento de citotoxicidad en la linea celular Panc-1, dio como

resultado valores similares para el C.1 y el Cis, (Tabla 4.20).

IC50 Panc-1

Ppm Au uM Cis
EDS1 97 + 42 -
Cis - 11,5+2,6
C.1Cis 19+1 83+4

Tabla 4.20 Valores de IC50 del C.1 Cis. Experimento de citotoxicidad
realizado en Panc-1 a EDS1, Cis y C.1 Cis.

4.4.2. Sintesis y caracterizacion de EDS1 con oxaliplatino
4.4.2.1. ViaAOxa

La via A se disené con el objetivo de tener el fairmaco modificado con
capacidad de unirse a las AuNPs a través de tioles (Figura 3.14), a diferentes

concentraciones (A.1Y A.2).

La caracterizacidn realizada al sistema A Oxa fue andloga a la de Cis, utilizando
las mismas técnicas de caracterizacion. E1 UV-Vis dio maximos de SPR diferentes en las
dos concentraciones A.1 y A.2 Oxa (Figura 4.39 A), sin embargo en las imagenes de
TEM no se observaron aglomerados (Figura 4.39 B). Los valores de DLS y Pot-Z de las
dos muestras mostraron valores similares entre ellos (Figura 4.39 C). El ICP-MS

mostré mas nimero de moléculas de Oxa para el A.1 que para el A.2 (Figura 4.39 D).
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A)
3 524 nm
A B)
3 251\ Via A.1 Oxa Via A2 Oxa
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;E: 15 Via A.2 Oxa
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= 0,5 E \“‘H ;
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Longitud de onda (nm) e AR 7
I
C) | DLS (d.nm) Pot-Z (mV)
ViaA.10xa | 4823 +6,35 | -30,65+3,83
ViaA.20xa | 50,77 £+7,54 | -32,28+4,73
D) ICP-MS Conc. Au Conc. Conc.Pt  Conc. Oxaliplatino N2 molec
ppm NP /ml (ppm) (pM) Oxa/ NP
Via A.1 Oxa 165,2 9,42x1012 6,83 35,01 223848
Via A.2 Oxa 208,6 1,19x1013 2,83 14,51 1012,27

Figura 4.39 Caracterizacion de la via A Oxa. A) Espectro del UV-Vis de la via
A.1y A.2 Oxa. B) Imdgenes del TEM de la via A.1 y A.2 Oxa. C) Resultados del didmetro
hidrodindmico en niimero y de la carga superficial de la via A.1 y A.2 Oxa. D) Resultados

de ICP-MS del sistema via C Oxa.

4.4.2.2. ViaB Oxa

El fairmaco se ha ligado al sistema EDS1 por encapsulacién al polisacarido,
través de los grupos carboxilicos (Figura 3.15). Se realizaron tres conjugaciones a

concentracion diferentes de Oxa (B1, B2 y B3).

La via B Oxa en su caracterizacion por UV-Vis dio un maximo de SPR en las tres
concentraciones (B.1, B.2 y B.3) de 525 nm (Figura 4.40 A). En el estudio por TEM, las
imagenes mostraron las AuNPs en estado monodisperso (Figura 4.40 B). El radio
hidrodindmico de las tres conjugaciones son valores entre 92 y 94 nm de didmetro y la
carga superficial son valores que fueron desde -36 y -37 mV (Figura 4.40 C). Aunque
el DLS y el Pot-Z dieron valores similares para las tres concentraciones, el ICP-MS
mostré diferentes encapsulaciones para el farmaco (Figura 4.40 D). El nimero de

moléculas de Oxa por AuNP fue de 4418,02 para el B.1, 1714 para B.2 y 993,27 para
B.3.
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A)
D,': 2L£3 Nnm
= s Aty Via B.1 Oxa Via B.2 Oxa Via B.3 Oxa
E’ 0,25 ==\lia B.3 Oua
£ 02
"_:i 0,15
T 04
0,05
o
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Longitud de onda (nm)
Q) DLS (d.nm)  Pot-Z (mV)
ViaB.10Oxa | 9245+598 | -37,16 +6,23
ViaB.2Oxa | 92,76 +6,76 | -36,34 + 3,59
ViaB.3 Oxa | 94,33 £6,21 -36,81 £+ 5,48
D) ICP-MS Conc. Au Conc. Conc. Pt  Conc. Oxaliplatino  N® molec
ppm NP /ml (ppm) (uM) Oxa/ NP
Via B.1 Oxa 633,01 1,39x1013 19,89 101,96 4418,02
Via B.2 Oxa 602,38 1,32x1013 7,33 37,57 1714,27
ViaB.3 Oxa | 646,05 1,42x1013 4,57 23,43 993,79
Figura 4.40 Caracterizacién de la via B Oxa. A) Espectro del UV-Vis de la via
B.1, B2 y B.3 Oxa. B) Imdgenes del TEM de la via B.1, B.2 y B.3 Oxa. C) Resultados del
didmetro hidrodindmico en niimero y de la carga superficial de la via B.1, B.2 y B.3 Oxa.
D) Resultados de ICP-MS del sistema via B Oxa.
4.4.2.3. Eficacia in vitro de los sistemas EDS1-oxaliplatino

Se analizé el IC50 del fArmaco individual y el sistema EDS1 versus los sistemas

que mostraron mayor encapsulacién de Oxa (A.1, B.1 y B.2 Oxa) en la linea celular

Panc-1 (Tabla 4.21). El IC50 del producto A.1 Oxa fue el valor mas téxico de los

analizados, seguido por B.1, mientras que la via B.2 fue similar al fArmaco individual.

IC50 Panc-1
Ppm Au uM Oxa
EDS1 97 + 42 -

Oxa - 15,84 + 1,30
A.1 Oxa 10,50 + 1,23 2,05 2,17
B.1 Oxa 45,60 +2,13 7,34 + 2,32
B.20xa | 104,92+1,87 | 15,78+ 1,45

Tabla 4.21 Valores de IC50 de la via B Oxa. Experimento de citotoxicidad
realizado en Panc-1 a EDS1, Oxa, A.1, B.1y B.2 Oxa.
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4.4.3. Sintesis y caracterizacion de EDS1 con 5-fluorouracilo
4.4.3.1. ViaAS5-Fu

Se estudiaron las posibles opciones que se describen en el apartado 3.2.5.3.1,
siendo las dos concentraciones A.1 5-Fu y A.2 5-Fu las analizadas por UV-Vis y TEM
(Figura 4.41).

En el espectro de UV-Vis se observé la polidispersidad y aglomeracién de la
muestra reflejado en la anchura de la curva del espectro (Figura 4.41 A). Ademas, en

las imagenes del TEM se observé agregacidon de las AuNPs (Figura 4.41 B).

A)
035 Via A1 5-Fu
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0
350 400 450 500 550 600 650 700 750
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B
) Via A.15-Fu ViaA.2 5-Fu

T —

.

Figura 4.41 Caracterizacion de la via A 5-Fu. A) Espectro del UV-Vis de la via
A.1y A.2 5-Fu. B) Imdgenes del TEM de la via A.1y A.2 5-Fu.

4.4.3.2. ViaB5-Fu

La sintesis de la via B 5-Fu se caracteriz6 por la modificacién del 5-Fu al cual se
le anadi6é un grupo funcional tiol (-SH). Este grupo tiol es el responsable de la unién

covalente entre la AuNP y el 5-Fu (Apartado 3.2.5.3.2).

Derivado acido 5-Fu
El 4cido derivado de 5-Fu se caracteriz6 mediante RMN 'H (Anexo Figura
7.13), obteniéndose la asignaciéon de todas las sefiales de la estructura del acido

derivado del 5-Fu:
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-Asignacion del acido derivado (Anexo Figura 7.13): tH RMN ((CD3).S0), 400
MHz, ppm): 4,36 (2H, s, N-CH2-COOH); 8,09 (1H, d, C=CH2-N,5-FU); 11,9 (1H, -OH).

Adicionalmente, también se realizé un espectro de RMN de 19F (Anexo Figura
7.14):

-Asignacion del acido derivado: (1°F RMN ((CD3)2S0), 400 MHz, ppm):170,56
(1F, S, 5-Fu).

Derivado tiolado 5-Fu

Se realiz6 el espectro 'H RMN (Anexo Figura 7.15) del derivado tiolado del 5-
Fu:

-Asignacion de la estructura del derivado tiolado 5-Fu: tH RMN ((CD3).S0),
400 MHz, ppm): 2,7 ( 2H,t,-S-CH»-C-); 4,2 (2H,s,N-CH2-CONH-); 7,6 (1H,d, C=CH2-N,5-
FU); 8,3 (1H,t, -C-NH-CO-).

También se realiz6 un espectro de RMN de 19F (Anexo Figura 7.16):
-Asignacion del 5-Fu tiolado: 19F RMN ((CD3)2S0), 400 MHz, ppm): 169,9 (F, S,
5-Fu).

El HPLC-MS realizado al compuesto 5-Fu tiolado dio la masa exacta de

492,4578 Da del producto (Anexo Figura 7.17).

Una vez se obtuvo la modificaciéon de la molécula de 5-Fu, se llevé a cabo la
conjugacién con el EDS1. Previamente se realizaron expermientos de solubilidad y

agregacion.

Conjugacion con EDS1

La molécula de 5-Fu modificada fue disuelta en DMSO y conjugada a las
AuNPs, no se disolvi6 y dieron agregacion. Sin embargo, cuando se conjugd
previamente el HASH 30-50 kDa a la solucién de NPs di6 como resultado la no

agregacion.

Se realizo un espectro de RMN de 19 F (Anexo Figura 7.18) para verificar la
conjugacién. Se observaron dos picos de 1°F lo que demostré que la conjugacion no se

realiz6 homogéniamente:
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-Asignacion al espectro del conjugado EDS1-5-Fu: 19F RMN ((CD3).S0),
400MHz, ppm): 76,0; 169,9 (F, S, S, 5-Fu).

4.4.3.3. ViaC5-Fu

La tercera via de sintesis para el sistema EDS1-5-Fu consisti6 en la activacién
de los grupos carboxilo del HASH, para favorecer la uniéon de la molécula 5-Fu

(Apartado 3.2.5.3.3).

En la reacciéon de activacion del hialurénico y conjugacién con el 5-Fu, se
detectd dos picos en el espectro de RMN (Anexo Figura 7.19) igual que en la via B 5-
Fu:

-Asignacion al espectro del conjugado EDS1-5-Fu: 19F RMN ((CD3).S0),
400MHz, ppm): 76,0; 169,8 (F, S, S, 5-Fu).

4.4.4. Discusion
4.4.4.1. Eleccion de los farmacos

Una vez escogido el EDS1 por sus caracteristicas como sistema para la
liberacién de farmacos, se eligieron las moléculas con actividad antitumoral para
validarlo. Se experiment6 con Cis y Oxa, dos farmacos platinados con amplias
utilidades y ademas de facil trazabilidad; el 5-Fu se escogié para validar un fAirmaco

con un mecanismo de actuacion diferente respecto a los anteriores farmacos.

Se conoce que la configuracién espacial para Cis (Pt II) es planar, mientras que
para Oxa (Pt 1V) es octaédrica. A su vez, dentro de los compuestos Pt (II), se distinguen
dos is6meros segin su disposicion “cis” o “trans”. La especie quimica Cis es la que
tiene actividad antitumoral y se nombré cisplatino (Harder et al, 1975). El Oxa,
también con actividad antitumoral, tiene farmacocinética, distribucion tisular y
toxicidad diferente a la del Cis (Fink et al., 1996; Rixe et al., 1996; Spingler et al., 2001).
Este fAirmaco es activo en algunas lineas celulares que adquieren resistencia al Cis

(Beale et al., 2003; Raymond et al., 2002).

Los farmacos escogidos se estudiaron para conjugarlos al sistema EDS1 a

través del HASH o de ligandos. Se sintetizaron a través de enlaces sensibles al pH para
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su posterior liberacion en el entorno tumoral, ademas de la liberacién via degradacion

de HA por las hialuronidasas presentes en la membrana celular.

Un ejemplo de liberacién dependiente del pH es el 6xido nitrico (regula
multiples procesos celulares incluyendo la angiogénesis, vasodilataciéon y respuesta
inmune) en condiciones acidicas (pH 3) a partir de sus nanoconjugados covalentes con
AuNPs estabilizadas con poliamina (Mocellin et al., 2007; Polizzi et al., 2007). Este
mecanismo tiene aplicacién en la liberacién de fArmacos en el interior de los tejidos
inflamatorios y tumorales (pH 6,8) o vesiculas celulares como endosomas (pH 5,5-6) y
lisosomas (pH 4,5-5,0) que presentan un ambiente ligeramente acido (Engin et al,,

1995; Mellman et al., 1986).

4.4.4.2. Validaciéon EDS1 con cisplatino

Via A Cis

El sistema via A Cis requiri6é de un ligando cuya sintesis (Apartado 3.2.5.1.1) y
caracterizacion (Apartado 4.4.1.1.1) se realizaron con éxito obteniendo el producto L
purificado. Ademas de contener el tiol necesario para el enlace con la AuNP, el enlace
L-Cis es sensible al cambio de pH como se describe en la bibliografia (Xu et al., 2009).
Una vez realizado este paso, se sintetizé el complejo de la via A Cis con dos
concentraciones diferentes (A.1 y A.2) y se caracteriz6 obteniendo mas encapsulaciéon
de Cis en A.1 Cis que en A.2 Cis (Figura 4.33 D), siendo los dos conjugados estables y

homogéneos.

Via B Cis
El sistema via B Cis (Figura 4.34) se conjugd correctamente para las dos
concentraciones (B.1 Cis y B.2 Cis) y se obtuvieron sistemas homogéneos y estables. La

encapsulacion de Cis es mayor para el conjugado B.1 Cis.

El ligando MUA contiene el grupo -COO- que permite liberar el Cis via pH. Esta
propiedad ha sido estudiada por Ren, creando un sistema de liberacién de farmacos
basado en Au-Au2S conjugadas con MUA y Cis. Dio un resultado de maxima absorcién
de Cis (80%) en la superficie de las NPs justificando la dependencia del sistema con el
pH (Ren et al.,, 2003). También Comenge realiz6é una conjugaciéon de MUA con AuNPs y

Cis justificando una liberacién pasiva controlada del fairmaco por pH, ademas de la
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influencia de cargas en el sistema de coordinacién MUA-Cis (Comenge et al., 2010).
Tanto Ren como Comenge utilizan sistemas de NPs conjugadas a MUA y Cis pero no

tienen en el sistema ningin compuesto que lo dirija a las células tumorales.

Via C Cis
Las tres concentraciones sintetizadas en la via C Cis fueron caracterizadas. Los
valores mads estables son para el C.1 Cis con menor tamafio de diAmetro de particula y

mas carga negativa en superficie (Figura 4.35).

Comparando todos los conjugados de Cis (via A, By C Cis) (Figura 4.33, Figura
4.34 y Figura 4.35), el complejo via C.1 Cis es el que mas Cis encapsula de todos. A
mayor encapsulacién de farmaco, menos concentraciéon del sistema deberemos

administrar para conseguir el mismo efecto.

Los resultados obtenidos mediante la caracterizacién por AEO, TGA e ICP-MS
del C.1 Cis (Tabla 4.18 y Tabla 4.19) dieron valores de encapsulacién del farmaco
similares a los estudios de Jeong (Jeong et al., 2008) pero ligeramente inferior a los
estudios de Xie (Xie et al, 2010). Tanto Jeong como Xie sintetizaron sistemas que
encapsulaban Cis, pero sin AuNPs, las cuales, ayudarian a que la llegada del farmaco a

la célula sea mas masiva.

Jeong sintetiz6 NPs de HA con Cis, donde presenta la fraccién molar del
disacarido/Cis entre 17 y 5,6; mientras que para nuestro C.1 Cis ese valor equivale a
6,6 (mediante los resultados de Tabla 4.18 y Tabla 4.19). Sin embargo, hay que
destacar que Jeong trabajé con HA de 1,5 MDa. El HA es de peso molecular mas
elevado que el utilizado para el EDS1 y por tanto tiene mas posiciones donde enlazar

el Cis y por tanto, aumentar el grado de encapsulacion.

Xie utilizé un tamano de HA similar al del EDS1 (35 kDa), obteniendo
porcentajes de eficacia de la conjugacién de Cis de entre el 73% al 34%. Los valores
para C.1 Cis, teniendo en cuenta la adicién inicial de Cis al sistema (Apartado 3.2.5.1.3)
y el valor final de conjugacién mediante AEO (Tabla 4.18), se obtuvo un 37% de
eficacia. Aunque el valor de eficacia es menor para el sistema C.1 Cis que el publicado
por Xie, en nuestro sistema la liberacién del fairmaco en las mismas condiciones es

menor (Figura 4.36 y Figura 4.37), obteniendo asi un sistema de liberacién que se
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mantendra estable durante mas tiempo en circulacion. El sistema de Xie a las 20 h en
PBS ha liberado mas de un 60%, mientras que el C.1 Cis a pH 7 PBS a las 20 h ha
liberado un 52% aproximadamente de Cis (Figura 4.37). Ademas, en H;0 el C.1 Cis es

estable, mientras que el sistema publicado por Xie libera el fArmaco (Figura 4.36).

La Figura 4.37 muestra la influencia del pH en la liberacién del fArmaco en el
C.1 Cis en diferentes condiciones. Se observo que a pH 3 a las 24 h la liberacién de
platino fue mayor debido a que a pH 4cido el HA se hidroliza en -(1—4) y por tanto
libera el farmaco. El pH 7 fue el mds estable, siendo mas estable en H,O (Figura 4.36)
que en PBS. Esto justificaria que la liberaciéon en PBS a pH 7 fue debido a los iones del
PBS y no por al pH. Esta descrito (Mracek et al., 2008) que la degradacion del HA esta
influenciada, principalmente, por la temperatura, la composicién de la solucién, y
también por el pH. Describen la influencia de los iones en el comportamiento del HA,
mostrando como resultado una dependencia entre la solvatacién del HA en agua y la
fuerza i6énica que en particular estudiaron sobre la variedad de sal disociada. Estos
resultados muestran que la solvatacién de HA por el agua es fuertemente dependiente
de la fuerza i6nica y en particular de la variedad de sal disociada en las soluciones

acuosas de HA (NaCl, MgCl,, KI, KF).

La liberacién de Cis al incubar el sistema con hialuronidasa (Figura 4.38) hace
pensar que al llegar el sistema a la célula via CD44, las hialuronidasas degradaran el
HA y liberaran dentro de la célula el Cis, sumandose también la via de liberacion del
farmaco por el cambio de pH que se produce al entrar en la célula (Furukawa et al,,
2013), ademas de que el entorno celular del tumor es acido. Esta hipd4tesis se respalda
con los resultados de internalizacion celular del sistema C.1 Cis que se muestran en la
tesis doctoral de Hanna Parkkola (Hanna Parkkola, Hyaluronic acid coated gold
nanoparticles as an anti-cancer drug delivery system-biological characterization and
efficacy, Tesis doctoral. Universidad de Barcelona, pendiente de publicacién), donde el
sistema C.1 Cis fue incubado en las células (Panc-1). La internalizacién del Au y Pt
fueron analizados por ICP-MS, dando como resultado mas internalizacién de Pt que de
Au en proporcién al sistema sintetizado. El hecho de que internalice mas Pt confirma
que la liberacién gracias al efecto de las hialuronidasas existe y empieza a liberar el Cis

antes de la internalizacién del sistema completo (C.1 Cis) y se libere por pH.
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Finalmente se realizaron experimentos de citotoxicidad para el C.1 Cis (Tabla
4.20) donde no se observaron diferencias significativas entre el IC50 de Cis y de C.1
Cis. Xie, con su conjugado HA-Cis tampoco vio diferencias en el valor de IC50 con el Cis
en la linea humana de pulmén A549 (Xie et al, 2010). Las ventajas que aporta un
sistema liberador de fArmacos es que protegen a la droga y la dirigen directamente a
las células tumorales, evitando los tejidos sanos y aumentando la acumulacién en el
tumor. Es por eso que las técnicas in vitro no son las técnicas mas idéneas para
comprobar la mejora de la eficacia. Sin embargo, en la tesis de Hanna Parkkola, antes
mencionada, se realizaron experimentos in vivo con el C.1 Cis obteniendo mas eficacia
que con el farmaco Cis, tratando ratones atimicos con tumores subcutdneos de

pancreas.

4.4.4.3. Validaciéon EDS1 con oxaliplatino

Via A Oxa

El sistema via A Oxa fue disefiado homologamente al via A Cis, utilizando el
ligando L para unir el fairmaco con la AuNP. La caracterizacién realizada a las dos
concentraciones (A.1 y A.2 Oxa) (Figura 4.39) dieron resultados diferentes,
obteniendo un sistema A.1 Oxa estable y homogéneo, mientras que el resultado de UV-
Vis para A.2 Oxa mostr6 un desplazamiento del SPR mayor del esperado (Figura 4.39
A). Sin embargo las imagenes de TEM (Figura 4.39 B) y el tamafio de particula por DLS

(Figura 4.39 C) no mostraron la agregacién que se intuifa en el desplazamiento del SPR.

Via B Oxa

La via B Oxa se sintetiz6 con el disefio de conjugacion de la via C Cis. El firmaco
se retuvo entre las moléculas del HASH mediante sus grupos funcionales -COO-. La
caracterizacion realizada a estos tres compuestos (B.1, B.2 y B.3 Oxa) dio sistemas
estables y homogéneos (Figura 4.40). El sistema B.1 Oxa dio un didmetro de particula
menor y el resultado de Pot-Z fue mas negativo (Figura 4.40 C), ademads se retuvo

mayor cantidad de Oxa que el resto de conjugados (B.2 y B.3 Oxa) (Figura 4.40 D).

Se realizaron experimentos de citotoxicidad de los compuestos que mas Oxa
encapsularon (A.1, B.1 y B.2 Oxa). Los IC50 en la linea celular Panc-1 dio un valor mas

téxico en A.1 Oxa respecto al Oxa (Tabla 4.21).
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En el estudio de Brown donde encapsula Oxa mediante PEG (Polietilenglicol
tiolado) a las AuNPs, se realizaron estudios de citotoxicidad en diferentes lineas
celulares (Brown et al.,, 2010). Dependiendo de las lineas celulares se obtuvieron
valores de IC50, que diferian mas del control de Oxa que el candidato B.1 Oxa (Tabla

4.21), sin embargo, en otras lineas el incremento fue menor.

4.4.4.4. Validacion EDS1 con 5-fluorouracilo

Via A 5-Fu

Para completar la validacién de EDS1, se utiliz6 un firmaco que actua
diferente a los anteriores, el 5-Fu. En este caso también se utilizé6 como una de las
estrategias, la unién del ligando L. La caracterizacién mostr6é para las diferentes
concentraciones (A.1 y A.2 5-Fu), un sistema no estable y polidisperso (Figura 4.41). El
espectro de UV-Vis mostro sistemas agregados por su anchura de curva en el espectro,
ademds de un SPR desplazado al color azul (Figura 4.41 A). El TEM confirmé que
habian AuNPs aglomeradas y mostraron sistemas polidispersos (Figura 4.41 B). Un
estudio realizado por Mohamed et.al, (Mohamed et al., 2012) mostro6 los resultados del
5-Fu con AuNPs donde el espectro de UV-Vis, también esta desplazado hacia el azul y
la anchura de curva también aumenté. Ademas las imagenes de TEM mostradas son

AuNPs aglomeradas.

Via B 5-Fu

La estrategia en la via B 5-Fu es diferente al resto que se han descrito hasta el
momento en la presente tesis. El B 5-Fu se modific6é para obtener el tiol en la molécula
y luego conjugarlo al sistema EDS1; en las anteriores conjugaciones la adicién del

farmaco se realizaba sobre el ligando que ya se encontraba ligado al EDS1.

La sintesis del acido derivado del 5-Fu (Apartado 3.2.5.3.2) se realizé segin
estudios previos (Huang et al., 2005; Xiong et al,, 2009; Zhou et al., 2010). Se realizé un
1H RMN (Anexo Figura 7.13) y la asignacién de sefales concuerda con las descritas por
Huang en sus estudios. La sefial encontrada en el espectro de RMN 19F (Anexo Figura
7.14) se desplazé 1 ppm respecto al comercial (Figura 7.20):

-Asignacion del 5-Fu comercial: (1%F RMN ((CD3)2S0), 400 MHz, ppm): 171,86;
171,84 (1F, d, 5-Fu)).
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La sintesis de la tiolacién del derivado acido del 5-Fu (Apartado 3.2.5.3.2) se
realiz6 siguiendo la reactividad experimentada en los estudios de Xiong (Xiong et al.,
2009). La verificacion del compuesto fue realizada mediante tH RMN, 19F RMN y HPLC-
MS (Anexo Figura 7.15, Figura 7.16 y Figura 7.17) que demostraron la obtencion del

compuesto disenado.

El hecho de obtener dos sefiales en el espectro de RMN 19F de la conjugacién

del 5-Fu tiolado con el EDS1 (Anexo Figura 7.18) confirm6 dos especies diferentes.

Via C 5-Fu

La conjugacién de la via C 5-Fu fue disefiada andlogamente a la via C Cis y B
Oxa, donde el farmaco se enlaza al HA del EDS1. El resultado mediante 19F RMN
(Anexo Figura 7.19) del compuesto C 5-Fu confirmé que la sintesis, tampoco fue la

esperada, ya que aparecen dos seflales demostrando dos especies diferentes.

Las dos senales de los espectros 19F RMN para las vias B y C 5-Fu (Anexo
Figura 7.18 y Figura 7.19) se mostraron en el mismo valor de desplazamiento, por lo
que parece que el 5-Fu se conjuga de la misma manera en las dos vias. Quedan por
determinar estas sefiales, pero podrian pertenecer a la conjugaciéon del farmaco
directamente a la AuNP y al grupo carboxilico del HASH. Las amidas y aminas tienen
afinidad por la superficie de la AuNP, como se ha comentado anteriormente (Apartado
4.1.5.1), ademas de poder realizar una substitucién nucleoéfila en el grupo carboxilo del

D-glucurénico del HASH.
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5. CONCLUSIONES

Los objetivos de la tesis marcados para desarrollar y validar un sistema de

liberacién de farmacos se han logrado con éxito, concluyendo que:

* Se puso a punto la sintesis y la correcta caracterizacion de AuNPs
como portador del sistema, obteniendo tamafios de 4 nm y 12 nm, con
escalabilidad tanto de volumen como de concentracién para su
posterior fabricacién industrial. Ademas, se validé el autoclavado como
técnica para esterilizar la solucién coloidal, un paso imprescindible

previo a los estudios pre-clinicos.

* Se obtuvo un HA tiolado y pudo ser correctamente caracterizado. La
caracterizacion muestra evidencias de la incorporaciéon del -SH en la
parte terminal de la molécula. Ademas, estos estudios han permitido

conocer el caracter anfipatico del HASH.

* Se consiguié la conjugacion éptima de las AuNPs con el HASH, con los
diferentes tamafios. La caracterizacion, puesta a punto para estos
nanosistemas, nos confirma que son NPs estables en diferentes medios.
Ademas, se escogi6 el método de esterilizaciéon por filtracién por ser el
que menos afectd al sistema. A través de los experimentos in vitro se
concluy6 que el EDS1 era el candidato mas adecuado como sistema de
liberacién, ya que fue el que mas se internalizé en la linea celular Panc-

1.

* Los farmacos seleccionados se consiguieron unir al sistema EDS1 a
través de diferentes vias que aseguraban una liberacién inducida por el

cambio de pH intracelular.

* El farmaco Cis fue conjugado con éxito por diferentes vias, mostrando
estabilidad. El conjugado obtenido por la via C.1 Cis, fue el que

present6 una mayor concentracién de fairmaco. Las pruebas realizadas
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con este candidato confirmaron que la liberacién del farmaco se
produce por la variaciéon del pH. Finalmente, también demostré que el
farmaco unido al EDS1 tiene una eficacia in vitro superior que el

farmaco solo.

* El farmaco Oxa pudo ser conjugado con éxito por dos de las vias
analizadas obteniendo sistemas estables. Ademas, se demostro in vitro

que la eficacia de estos candidatos es superior a la del firmaco solo.

* El farmaco 5-Fu no pudo ser conjugado con éxito. Las vias estudiadas
producian la agregaciéon de las nanoparticulas o no podian ser
purificadas. Nuevas estrategias seran estudiadas para poder conjugar

este farmaco.

El sistema de liberaciéon se ha podido validar con dos de los tres farmacos

estudiados con los que se han obtenido compuestos con una concentracién controlada

de fairmaco y estables tanto en agua como en medios fisiolégicos. Los fdrmacos son

liberados al producirse el cambio de pH esperado a nivel intracelular y presentan

mayor eficacia antitumoral que el fArmaco estandar.

Esta tesis demuestra que, la tecnologia basada en nanoparticulas métalicas
conjugadas a oligosacaridos de acido hialurénico funciona como una plataforma

para la obtencidén de sistemas de liberacién de diferentes farmacos antitumorales.

El paso siguiente es el estudio in vivo de estos sistemas para confirmar la
eficacia y seguridad. Estos estudios se han realizado en paralelo en otra tesis (Hanna
Parkkola, Hyaluronic acid coated gold nanoparticles as an anti-cancer drug delivery
system-biological characterization and efficacy, Tesis doctoral. Universidad de
Barcelona, pendiente de publicacién) obteniendo buenos resultados de eficacia para

C.1 Cis.
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7. ANEXO

7.1. RMN HA 30-50 kDa y HA 8-15 kDa

7.1.1. RMN HA 30-50 kDa
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Figura 7.1 Caracterizacion del HA 30-50 kDa por RMN. A) Espectro de 13C
(500 MHz, Dz0); B) de 1H (500 MHz, D20); C)Z-TOCSY(500 MHz, D20) y D) HSQC (500
MHz, D20)
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7.1.2. RMN HA 8-15 kDa
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H1 / VNMRS-500

d2o / Temp: Ambient / N.Reg: 1933/2012
Usuari: endor / Mostra: LV182-3-comercia
Nom: LAURA VIVERO SANCHEZ

Data: 25/05/12 / Ope.: M.MOLINS
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Figura 7.2 Caracterizacién del HA 8-15 kDa por RMN. A) El espectro de 13C

(500 MHz, Dz0); B) 1H (500 MHz, D20) y C) HSQC (500 MHz, D:0).
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7.2. RMN HASH 30-50 kDa y HASH 8-15 kDa

7.2.1. RMN HASH 30-50 kDa
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Figura 7.3 Caracterizaciéon del HASH 30-50 kDa por RMN. A) Espectro de 13C
(500 MHz, D20); B) 1H (500 MHz, D20); C) COSY (500 MHz, D:0); D) Z-TOCSY (500 MHz,
D20); E) HSQC (500 MHz, D20) y F) HMBC (8 Hz, 600 MHz, D20).
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7.2.2. RMN HASH 8-15 kDa
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Figura 7.4 Caracterizacién del HASH 8-15 kDa por RMN. A) El espectro de
13C (500 MHz, D20); B) 1H (500 MHz, D20); C) COSY (500 MHz, D:0) y D) HSQC (500 MHz,
D20).
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7.3. FT-IRHA 30-50 kDa y HA 8-15 kDa

Longitud
Bandas IR de onda (cm)

1 C-0-C estiramiento, O-H deformacion y C=0 deformacién 896
2 945,7
3 999
4 C-0-C, C-0, y C-0O-H estiramiento 1038
5 1079,5
6 1155,6
7 CHg, CH3, C-0-H deformacién, C-O con C=0 combinacién 1377,7
8 1406,9
9 NH deformacién 1468,7
10 15,63,7
11 Amida 1597,3
12 1637,3
13 C=0 carboxil de amida 1654,8
14 1736
15 CH estiramiento 2853,5
16 2925
17 NH con CO combinacién 3105
18 NH estiramiento y OH estiramiento 3284
19 2286

Tabla 7.1 Asignacion de las bandas FT-IR del HA.

7.3.1. FT-IR HA 30-50 kDa y HASH 30-50 kDa
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Figura 7.5 Caracterizacion por FT-IR comparando HA 30-50 kDa y HASH
30-50 kDa. A) Espectro de HA 30-50 kDa. B) Espectro de HASH 30-50 kDa.

7.3.2. FT-IR HA 8-15 kDa y HASH 8-15 kDa
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Figura 7.6 Caracterizacién por FT-IR comparando HA 8-15 kDa y HASH 8-
15 kDa. A) Espectro del HA 8-15 kDa. B) Espectro del HASH 8-15 kDa.
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Figura 7.7 Caracterizacion por FT-IR del EDS1. Espectro de IR del conjugado
12 nm 30-50 kDa.
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7.5. TGAEDS1

mg TGA-EXT-10-145-1, 14.08.2010 15:55:38
TGA-EXT-10-145-1, 2,0184 mg V034 3050
L Method: 30-800(10), aire-blank
20 30,0-800,0C 10,00C/min  Air 50,0 mUimin
\ 2
1,8+
Content 93329 %
0,1884 mg
16 LeftLimit 2647 C
Rignt Limit 178,27 C
14+
Content 72,2859 %
12 1,4590 mg
Left Umit 178,27 C
Right Limt 476,08 T
1,04
08
06
0,4+ 1
1 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 T
F
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 min

Figura 7.8 Andlisis termogravimétrico del candidato EDS1.

7.6. Via A Cis

7.6.1. Ligando L

7.6.1.1.

Espectro 1H RMN de la carboxilacion cistamnia

BERE g 828 238
= < < (] oMo oo
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Figura 7.9 Espectro RMN de la carboxilacién de la cistamina del ligando L.

1H RMN (CDCls, 400 MHz, ppm).
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7.6.1.2. Espectro H RMN del ligando L
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Figura 7.10 Espectro de RMN de la descarboxilacién para obtener el
ligando L.1H RMN ((CD3)250), 400 MHz, ppm).

7.7. ViaC.1Cis

7.7.1. TGA

TGA-EXT-10-019-1, 28.01.2010 13:24:56
TGA-EXT-10-019-1, 1,0404 mg LV-008-1
Method: 30-800(10), aire-blank
30,0-800,0C 10,00C/min Air 50,0 mUmin

~Content 2,7933 %
0,94 29,0610e-03 mg

fLeftLimit 29,91 C
Right Limit 103,71 C Content 63,3782 %
0,6594 mg
LeftLimit 2991C
08 Right Limit 799,68 C

1 Content 43,5842 %

1 . 0,4534 mg
Content 1,3339 %
1 13,87736-08 mg LeftLimit 191,55

0,74 Left Limit 103,71C Right Limit 358,78 C
1 Right Limit 191,55 C
0,6
1 - Content 18,3345 %
] 0,1907 mg
1 LeftLimit 358,78 C
1 Right Limit 799,68 C
0,54
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Figura 7.11 Andlisis termogravimétrico del producto C.1 Cis.
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ANEXO

7.7.2. Espectro 'H RMN
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Figura 7.12 Caracterizacién del C.1 Cis por RMN. El espectro de 1H (400 MHz,
D20).

7.8. ViaB 5-Fu

7.8.1. Derivado acido del 5-Fu

7.8.1.1. Espectro 'H RMN
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Figura 7.13 Espectro RMN 1H del dcido derivado de la via B 5-Fu. 1H RMN
((CD3)250), 400 MHz, ppm).
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ANEXO

7.8.1.2. Espectro 1°F RMN

~170.563

0
ppm (1)

Figura 7.14 Espectro RMN 19F del dcido derivado del 5-Fu. 1F RMN
((CD3)250), 400 MHz, ppm.

7.8.2. Derivado tiolado del 5-Fu

7.8.2.1. Espectro'H RMN
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Figura 7.15 Espectro RMN 1H del derivado tiolado del 5-Fu. 'H RMN
((CD3)250), 400 MHz, ppm).
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ANEXO

7.8.2.2. Espectro 1°F RMN

+169.995
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Figura 7.16 Espectro RMN 1H del derivado tiolado del 5-Fu. 19F RMN
((CD3)250), 400 MHz, ppm).

7.8.2.3. Espectro HPLC-MS
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Figura 7.17 Caracterizacién de la modificacion via B 5-Fu por HPLC-MS.

Espectro del detector UV-Vis y espectro de masas.
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ANEXO

7.8.3. Espectro 1°F RMN de la via B 5-Fu
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Figura 7.18 Caracterizacién del conjugado via B 5-Fu por RMN.
Conjugacién EDS1-5-Fu. 19F RMN ((CD3)250), 400 MHz, ppm.

7.9. ViaC5-Fu

7.9.1. Espectro 1°F RMN
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Figura 7.19 Caracterizacién del conjugado via C 5-Fu por RMN. 19F RMN
((CD3)250), 400 MHz, ppm).
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ANEXO

7.10. 5-Fu comercial

7.10.1. Espectro 1°F RMN

Figura 7.20 Caracterizacion del 5-Fu por RMN. 19F RMN ((CD3)250), 400

MHz, ppm).
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8.1.1. Apéndice 1

In: Nanotechnology ISBN: 978-1-63117-561-9
Editor: Nazrul Islam © 2014 Nova Science Publishers, Inc.
Chapter 18

NANOMEDICINE: THE NEW AGE OF THERAPEUTICS

Luciano Sobrevals', Hanna Parkkola', Laura Vivero',
Rafael Mifiana' and Judith Sendra"”’
'ENDOR Nanotechnologies, Parc Cientific de Barcelona (PCB), Barcelona, Spain

ABSTRACT

Nanotechnology is a relatively recent field of scientific research. Richard Feynman
first propounded the concept in 1959. An official definition of nanotechnology is still a
controversial issue and there are many scientific committees hard at work to harmonize
the term and obtain universal regulation. There are enormous expectations with regard to
the potential for nanotechnology in many different scientific fields. Over the last ten
years, a large number of potential applications for nanotechnology have been described,
most especially in the fields of biology, biotechnology and medicine. The term
nanomedicine is used to describe the medical application of nanotechnology in the
diagnosis, prevention and treatment of several diseases. Such applications have led to
significant advances in clinical areas such as oncology (nanoncology), neuroscience,
cardiovascular disease and many others. Nanomedicine has the potential to improve the
efficiency of existing drugs while reducing their side effects, to create new therapeutic
systems, to enhance diagnosis to achieve higher levels of detection, to create new
scaffolds for tissue regeneration and to create internal surveillance systems in order to
avoid the development of disease. With the great potential of nanotechnology it is
expected to have significant impact, both on an economic and technological level.
However, concerns about possible toxicity and certain ethical issues are delaying the
launch of this promising new technology. The purpose of the present review is to
highlight new findings in the field of nanomedicine, most especially in the area of
oncology, and to describe its major benefits, possible risks and current regulations, as
well as to enumerate some of the nanomaterials developed up to now. Additionally we
discuss future prospects for the development of certain emerging nanotechnologies and
their potential contributions to medicine and market impact will be discussed.

" Correspondence should be addressed to: Judith Sendra, Baldiri Reixac 15, Edifici Hélix, Pare Cientific
de Barcclona (08028),  Barcel Spain; phone: +34 934 020 468, E-mail: judithsendra@
endomanotech.com.
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8.1.2. Apéndice 2

Gold Nanoparticle Stability Studies in Physiological
Media

Laura Vivero, Hanna Parkkola, Judith Sendra, Joaquin Querol,
Jesis Pablo G. Cambero, Marc Ramis

Abstract

Most biological studies require a physiological medium with hi gh salt concentra-
tion. The aim of this study was to investigate the stability of Gold nanoparticles
(GNPs) in saline media. We compared non-coated GNPs and Hyaluronan coated
GNPs (HA-GNPs) in different saline solutions.

GNP stability study was performed in embryo, daphnia, fish and worm phy-
siological media with different saline concentrations. All GNPs samples were ana-
lyzed at different times by UV-VIS, Dynamic Light Scartering (DLS) and TEM in
order to examine the stability of the GNPs.

The results demonstrated that HA-GNPs were stable in all saline media while
GNPs were not. The UV-VIS showed a maximum peak when GNPs were sta-
ble and this peak diminished when GNPs aggregated. DLS technique showed the
different size of GNPs. HA-GNPs presented the same size at different times of
analysis. GNPs were visualized by TEM which showed that GNPs had an iregu-
lar shape but HA-GNPs presented a spherical shape. -

This study is an essential step in determining the behavior of gold nanopartic-
les, and is highly substantial for risk assessment.
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Gold Nanoparticles and Cell Viability Evaluation

Hanna Parkkola, Laura Vivero, Marc Ramis. Joaquin Querol, Judith
Sendra

Abstract

Nanotechnology is a rapidly developing field of biomedical research. Due to their
size, nanoparticles (NPs) possess physicochemical characteristics (particle size
and distribution, agglomeration state, shape, crystal structure. chemical composi-
tion, surface area. surface chemistry, surface charge and porosity) that can affect
their biological activity compared to the bulk substances. These characteristics are
not necessarily routinely considered in toxicity screening tests.

Our laboratory has used several cell viability assays to evaluate biocompa-
tibility of hyaluronic acid-coated gold nanoparticles (HAGNPs). Mitochondrial
metabolism and lysosomal membrane integrity measuring experiments showed
differing results. We discovered that NPs can react with the components of some
of these tests and interfere with colorimetric assays. We also found that N-acetyl-
glucosaminidase activity measuring test was the most suitable for GNP toxicity
assessment.

We want 10 emphasize suitability evaluation when choosing in vitro-
techniques for NP toxicity assessment. Standardizing toxicological assays for
nano-sized compounds is highly substantial for achieving reproducible results.

Use of engineered nanomaterials also raises ethical. social and regulatory is-
sues that have to be considered in order to understand and minimize the risks of
their effects on environment and public health. For instance questions of social
Justice, access to health care and the use of nanotechnology for physical enhance-
ment become increasingly important.

L
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NANO
E N METALLIC NANOPARTICLES AND CYTOTOXICITY ASSESSMENT

DO

Hanna Parkkola, Laura Vivero, Mireia Vega, Marc Ramis, Joaquin Querol, Judith Sendra

Endor Nanotechnologies, Parc Cientific de Barcelona, Baldiri i Reixac 15, 08028 Barcelona, Spain Bloincubadora

Contact: hanna.parkkola@endornanotech.com, judith.sendra@endornanotech.com

1. INTRODUCTION

Engineered nanoparticles (NP) are derived from many substances and
constitute numerous forms. Concurrently with the rapidly developing
nanomedical research, grows the need for understanding the effects of NPs
for human health and environment. The physicochemical characteristics of
NPs are not routinely considered in toxicity screening tests and various
nanomaterials have been reported to interfere with different cytotoxicity
assays.

3. RESULTS

Three different assays (MTT, NRed & WST-1) showed differing results in
the evaluation of nanoparticle cytotoxicity. Both gold & silver NSs seemed
to interfere with MTT & NRed assays. MTT assay showed higher toxicity
than the other two assays, which wasn’t detected visually by microscope,
but gave also false-positive results (Fig.1A, 2A). No toxicity was detected
with NRed assay , but cell viability appeared higher than in control (Fig.
1B, 2B). WST-1 assay gave the most reliable results; cell viability wasn’t
higher with treatment than in control; silver NSs didn’t show toxicity with
lower concentrations than 125 ppm and gold NSs didn’t show toxicity (Fig.
1C, 2C). WST-1 assay was also used to asses gold NR toxicity and the
results were consistent with expectations; with CTAB coating NRs showed

very high toxicity (Fig. 3A) and with PEG coating only with high
concentrations (Fig. 3B). No notable interference was detected.

HA-AUNS toxcity MTT HA-AUNS toxicity NRed

Figure 2. Relative cell viability in HDFs after
24h gold nanosphere  treatment measured
with different cytotoxicity assays. MTT, NRed
& WST-1 assays show differing results. Again
MTT shows higher toxicity (A) and both MTT &
Nred (A & B, respectively) show interference
that is not detected with WST-1(C).

4. CONCLUSIONS

Metallic nanoparticles can react with the components of colorimetric
toxicity assays. This could be due to adsorption of the dye to residual NPs.
NPs can attach cultured cells and e.g. thiol formation is a possible way of
interaction between NPs and assay components. The absorption peaks of
NPs can be very close to the wavelengths which cytotoxicity assays use for
quantification of absorbance and this could cause interference in the
measurements; cell viability may seem much higher than it actually is.

In general there is a lack of nanotoxicity information and therefore
correlations between experiments are difficult to make. We want to point
out the importance of in vitro-technique suitability for different NPs.
Standardizing toxicological assays for nanotechnology is highly substantial
for achieving reproducible results.

2. MATERIALS & METHODS

We used three different cell viability assays to evaluate biocompatibility
of gold and silver nanospheres (NS) and gold nanorods (NR). Human
dermal fibroblasts (HDFs) were treated with hyaluronic acid (HA) coated
gold and silver nanospheres, and polyethyleneglycol (PEG) or cetyl
trimethylammonium bromide (CTAB) coated nanorods for 24 hours. HA-
& PEG-coating were attached to protect NPs and to render them more
inert in biological environments, CTAB was needed in the production
process of NRs. After 24 h of treatment, mitochondrial metabolism was
assessed with MTT & WST-1 assays and lysosomal membrane integrity
with Neutral red (NRed). Experiments were performed with 10-16 parallel
repeats and repeated independently 3-4 times.

R ——
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Figure 1. Relative cell viability in HDFs after
24h silver nanosphere treatment measured
with different cytotoxicity assays. MTT, NRed
& WST-1 assays show differing results. MTT
(A) shows higher toxicity than the other assays
and both MTT & Nred (A & B, respectively)
show interference with the NSs unlike WST-1
(©).

CTAB-AUNR toxicity WST-1 PEGAUNR toxicty WST-1

Figure 3. Relative cell viability in HDFs after 24h gold nanorod
treatment measured with WST-1 assay. As expected, CTAB-NRs
show high toxicity (A) and PEG-NRs only with high concentrations
(B). No notable interference was detected.
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