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1.- RESUMEN

El tratamiento con cisplatino ha supuesto un enorme avance en la quimioterapia desde que
se descubrio su uso en la decada de los 60 del siglo XX.

Sin embargo, a raiz de los efectos adversos derivados de su administracidn por via parenteral
y a las resistencias que aparecen en muchos tipos de cancer, se han intentado buscar
alternativas que causaran menor toxicidad a los pacientes y una mayor especificidad por las
células tumorales.

Una de estas alternativas es la administracion del cisplatino y compuestos analogos a este
vehiculizados en nanoparticulas mesoporosas de silice. Gracias a esto consigo una menor
toxicidad y una mayor especificidad, liberando el farmaco en su lugar de accién. Esta ventaja
hace que pueda administrar menor dosis del fdrmaco, ya que la nanoparticula se orienta
hacia el lugar de accidn, lo que conlleva mayor seguridad del tratamiento, y superar
resistencias que aparecen en diversos tumores frente a la quimioterapia.

Gracias al modelado molecular y docking hemos conseguido desarrollar hipdtesis y un
avance mayusculo en investigacion, ya que nos permite observar las interacciones ligando
receptor a nivel molecular. Podemos aprovechar esto para observar las interacciones entre
el farmaco y la nanoparticula.

ABSTRACT

Treatment with cisplatin has been a tremendous advance in chemotherapy since its use was
discovered in the 60s of the twentieth century.

However, due to the adverse effects of parenteral administration and the resistance that
appear in many types of cancer, attempts have been made to find alternatives that will
cause less toxicity to patients and greater specificity for tumor cells.

One of these alternatives is the administration of cisplatin and cisplatin analogs vehicle in
mesoporous silica nanoparticles. Thanks to this | get a lower toxicity and a greater
specificity, releasing the drug in its place of action. This advantage makes it possible to
administer a lower dose of the drug, since the nanoparticle is oriented towards the place of
action, which entails greater safety of the treatment, and overcome resistance that appears
in various tumors against chemotherapy.

Thanks to molecular modeling and docking we have managed to develop hypotheses and a
major advance in research, since it allows us to observe the receptor ligand interactions at
the molecular level. We can take advantage of this to observe the interactions between the
drug and the nanoparticle.

2.- INTRODUCCION

El cisplatino o cis-diaminodicloroplatino (1) es un fdrmaco muy conocido como quimioterapico
por su uso en diversos tipos de cancer. Fue sintetizado por primera vez por M. Peyrone en
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1844, pero no se descubrieron sus propiedades citotdxicas hasta la década de 1960, gracias a
Rosenberg, profesor de la Universidad Estatal de Michigan. Su mecanismo de accion se
relaciona con la capacidad del cisplatino de unirse con las bases puricas del DNA. El cisplatino
impide la reparacion del DNA, lo que provoca daios en este y favorece su apoptosis, por lo
gue si aprovechamos esta capacidad sobre las células tumorales obtenemos un potente
antitumoral. Sin embargo, tanto el cisplatino como algunos de sus derivados presentan
importantes efectos secundarios (problemas renales, reacciones alérgicas, hemorragias,
problemas gastrointestinales, etc) sobre todo en pacientes jévenes.

Propiedades del cisplatino: el cisplatino es un compuesto de coordinacién metalico con el
platino y tiene una geometria plana cuadrada. Es estable a temperatura y presidon normal,
pero con el tiempo se transforma en su isémero trans.

- Pm:301,1 mg/mol
Densidad: 3,74 g/cm?
Punto de fusién: 270°C
Solubilidad en agua: 2,53 g/L a 25°C

1.1 Elcisplatino y sus derivados:

Se han estudiado multitud de analogos al cisplatino para mejorar su indice terapéutico, pero
solo uno, el carboplatino, ha demostrado ser mejor que el cisplatino y ha sido aprobado a nivel
mundial. Actualmente hay nueve analogos del platino en ensayos clinicos: enloplatino,
lobaplatino, ormaplatino (tetraplatino), oxaliplatino, DWA2114R, CI-973 (NK-121), 254-S, JM-
216 y cis-bis-neodecanoato atrapado en liposomas trans-R,R-1,2-diaminociclohexano platino
Il (LNDDP).

El cisplatino, el carboplatino y el oxaplatino Cl., NH; 5 3
estdn compuestos de iones platino doblemente ""'pt “““ :F’l\
cargados y rodeados de 4 ligandos. Los enlaces CI/ \NH3 e 2
con las aminas son interacciones mas fuertes, en o @ Hy -
cambio los enlaces con el cloro son mas débiles, W]~ N O~0
lo que hacen que estos sean grupos salientes O/ /'i‘\c. O:N/P\OIO
que permiten al ion platino formar enlaces con W “ Hz
el DNA. ] Ve

\/ >< >
El carboplatino difiere del cisplatino en dos O/H\N
ligandos, ya que en lugar de los dos cloruros d '

tiene un dicarboxilato de dimetilo. Tanto los

cloruros como el dicarboxilato son grupos Fig 1. Estructuras quimicas de derivados del
salientes, sin embargo, el carboplatino presenta Platino.  A-cisplatino,  B-carboplatino,  C-
menor reactividad y una cinética de unién al oxa//.'p/atino,. .D-ormap/atino, E-enloplatino
DNA mas lenta. Debido a esto, la tasa de (Weiss y Christian, 1933)

excrecion del carboplatino es mas baja, y por

tanto sus efectos son mucho mas duraderos (vida media del cisplatino son 1,5-3,6 horas y la
del carboplatino son 30 horas). Algunos estudios afirman que el cisplatino y el carboplatino
presentan diferentes cambios morfoldgicos al ejercer su accién citotéxica.

-4 -



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

En relacion con el cisplatino, el carboplatino tiene menos efectos secundarios, sobre todo a
nivel renal. Sin embargo, el carboplatino suprime enormemente la produccion de células
sanguineas a nivel de médula dsea. Ademas, el carboplatino es menos potente que el
cisplatino, si quiero el mismo efecto, para una dosis que tengo que dar de cisplatino, necesito
cuatro del carboplatino.

Como hemos dicho antes, ademas del carboplatino se han estudiado muchos otros analogos
al cisplatino, con la intencidn de reducir los efectos secundarios de este. Otra corriente de
estudios se ha basado en buscar derivados del platino fluorescentes para ver el modo de unidn
del compuesto al DNA. Estos derivados han demostrado que la molécula se dirige al nucleo
celular y es alli donde se une al DNA. El inconveniente de estos compuestos es su mayor
citotoxicidad, ya que ademads de atacar a las células que se estdan multiplicando, también
atacan a las células en reposo.

1.2 Maecanismo de accion del cisplatino:

El cisplatino y sus andlogos van a entrar en las células a través del transportador CTR1, de
modo que en células humanas con baja proporcion de este habra resistencia al tratamiento
con cisplatino. Este transportador aparece tanto en levaduras como en mamiferos, y
pertenece a la familia de las glicoproteinas P, al igual que el SLC o el AQP2.

Una vez que el cisplatino entra a la célula va a activarse, se produce por el ataque de moléculas
de agua, liberandose iones cloruro. El primer intermedio se conoce como monoacuo y el
segundo se conoce como diacuo, haciendo referencia al nimero de moléculas de agua que
tienen en su estructura. El intermedio diacuo tiene dos cargas positivas, por lo que es un
electrofilo muy potente que va a ser atraido por los grupos fosfatos de las bases nitrogenadas
del DNA.

.
| HN ci HO | up cl HO | Hpn OH,

Fig 2. Mecanismo de activacion del cisplatino

HiN NH,
\F‘t/ Recordemos que el DNA es una molécula compuesta
0 / \ 0] por multitud de nucleétidos unidos entre si. Los
nucleédtidos a su vez estdn compuestos por una base
HlG I > ¢ | GiH nitrogenada (Adenina (A), Guanina (G), Citosina (C) y
H.N“ TN E 'Fg N” "NH, Timina (T)), una desoxirribosa y un grupo fosfato.

El intermedio diacuo interacciona a nivel del

nitrégeno 7 de los residuos de purina del DNA,

Fig 3. Interaccion cisplatino - N7 dela  formando un enlace covalente que detiene el ciclo
guanina celular y produce desorganizacién y ruptura en la
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estructura del DNA. Se establecen interacciones covalentes muy fuertes entre el Pt (Il) y el N
de guaninas y adeninas, formando enlaces cruzados intra e intercatenarios que desencadenan
cambios estructurales en el DNA. Debido a esto se forman complejos DNA-DNA y DNA-
proteina.

En el organismo existen sistemas de reparacion celular que intentan corregir los dafios
producidos en el DNA. En este caso interviene el sistema NER, que repara los dafios que
aparecen en el DNA debidos a mutaciones, radiacién ultravioleta y quimioterapia. En funcién
de si estos mecanismos de reparacion funcionan o no sobre las mutaciones producidas por el
cisplatino, vamos a tener sensibilidad o resistencia al tratamiento quimioterapico con este
farmaco y sus derivados.

Si las células no consiguen reparar los dafios producidos por el cisplatino, va a activarse el
proceso de apoptosis celular, que puede ser de dos tipos:

- Extrinseco: mediado por el TNF-alfa y posterior reclutamiento de caspasas para
generar un complejo de sefializacién inductor de muerte celular (DISC).

- Intrinseco: iniciado por el estrés oxidativo celular (ej. Dafo en el DNA) que produce la
liberacién del citocromo C, lo que produce la activacién de la procaspasa 9 y la
formacion del apoptosoma.

El proceso de apoptosis celular acaba produciendo la muerte celular, de modo que si
aplicamos este mecanismo a las células tumorales podremos usar el cisplatino y sus derivados
como potentes agentes quimioterapicos.

3.- OBJETIVOS

Una de las terapias mds importantes para el tratamiento de tumores en la actualidad es la
administracién de cisplatino via intravenosa, teniendo un elevado porcentaje de éxito en
ciertos tumores. A pesar de que esta terapia da excelentes resultados comparada con otras
anteriores, va a provocar danos en el individuo tratado derivados de la toxicidad del
farmaco.

En la busqueda de soluciones al problema se ha intentado administrarlo en menor dosis,
pero buscando conseguir los mismos efectos. Esto va a ser posible gracias a los nuevos
avances que existen a nivel de la quimica inorganica, con la aparicién de las nanoparticulas.

La finalidad de esta revision bibliografica va a ser mostrar el modelado molecular y docking
del cisplatino para ver como interacciona con su vehiculo, las nanoparticulas mesoporosas
de silice. Ademas, vamos a estudiar las propiedades de las nanoparticulas, su sintesis,
funcionalizacién y selectividad por las células tumorales, el recorrido que realizan en el
interior del organismo y el proceso de liberacién del farmaco una vez que llega al sitio de
accién. También veremos las ventajas que tiene esta terapia frente a la terapia
convencional, consiguiendo superar las resistencias de muchos tumores a los farmacos
antitumorales.
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4.- MATERIAL Y METODOS.

Para la realizacién de este trabajo se ha llevado a cabo una revision bibliografica de distintos
articulos cientificos, tesis doctorales y libros que tratan sobre las nanoparticulas y el
desarrollo y perfeccionamiento de las mismas, asi como del docking y el modelado
molecular presentados en los ultimos afos. Para acceder a dichos articulos, se han
consultado bases de datos on-line, como Pubmed o Google Scholar.

Ademads de esto, se han apoyado las evidencias encontradas en algunos articulos con
simulaciones llevadas a cabo con los programas Spartan ‘14, Avogadro y Hex.8.0.0, teniendo
especial importancia el ultimo de ellos.

5.- RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1.- Modelado Molecular y Docking del cisplatino.

El modelado molecular es una técnica de la quimica computacional que permite interpretar
de manera racional la interaccion entre un ligando y su receptor, obteniéndose con ello datos
fiables para predecir su comportamiento. Gracias a este método se pueden plantear hipoétesis,
disefiar experimentos e interpretar resultados usando informacion experimental y tedrica.

La importancia del modelado molecular fue reconocida con el Nobel de Quimica en el afio
2013 a Martin Karplu, Michael Levitt y Arieh Warshel.

Dentro de los métodos computacionales en disefio de farmacos podemos tener directos e
indirectos. Los directos serian la modelizacion, el docking y el binding, y los indirectos serian
la diversidad molecular, el farmacdéforo y el QSAR.

En los métodos directos se tienen que conocer las caracteristicas tridimensionales de un
receptor y se pone de manifiesto la actividad o inactividad de las moléculas con relacién a su
complementariedad con el receptor, a esto se le conoce como “docking”. El objetivo del
docking es obtener la estructura ligando-receptor de energia mas baja (AE<0) y analizar las
principales interacciones implicadas en la unién ligando-receptor. Ademads, este docking me
permite comparar los valores de energia con andlogos desarrollados en nuestra investigacion,
disefiados a ordenador, pudiendo extrapolar los resultados y disefiar nuevos ligandos con
uniones mas potentes.

En los métodos indirectos no se conoce la estructura tridimensional del receptor, por lo tanto,
se lleva a cabo un analisis comparado de la estructura de sustancias conocidas, activas o
inactivas, para buscar la parte de la molécula que produce los efectos fisioldgicos (grupo
farmacoforo) adecuados para la aplicacion que busco. Un ejemplo de este tipo de métodos
seria el QSAR 3D, que usa propiedades estructurales de distintas moléculas (adquiridas
mediante simulaciones) como base para un analisis estadistico, que pretende relacionar un
ligando con su receptor.
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En funcién de la molécula que esté estudiando y de su complejidad (a mayor nimero de
nucleos y de electrones, mayor nimero de funciones de base precisas para construir los
orbitales moleculares) mayor dificultad para hacer los cdlculos. Por ello podemos usar
métodos ab initio o métodos semiempiricos. Los métodos ab initio de la Mecdnica Cudntica
(QM) solo pueden usarse en dianas quimicas con pocas decenas de atomos, ya que
reproducen datos experimentales sin emplear pardmetros empiricos. Para interacciones mas
complejas se usan métodos de Mecdanica Molecular Clasica (MM), basados en unas ecuaciones
y parametros denominados Campos de Fuerza. La MM simula los 4tomos de una molécula
como un conjunto de masas que interaccionan entre si. Sin embargo, la naturaleza empirica
de estos campos de fuerza hace que el tratamiento de cualquier efecto electrénico sea
inviable. Los programas de modelado molecular pueden elegir entre varios campos de fuerza
(MM2, Amber o CHARMM). Los métodos de la Mecanica Cuantica pueden superar estas
limitaciones debido a que se basan en la ecuacidn de Schroédinger. Un punto intermedio podria
ser el uso de métodos QM-MM, que tratan la parte reactiva relativamente pequefia de los
sistemas biocataliticos a nivel de QM y el resto a nivel de MM.

Gracias al modelado molecular voy a poder conocer como interacciona cualquier farmaco a
nivel molecular con un receptor. Esto es interesante para saber el tipo de enlaces que se
forman farmaco-receptor, la energia de enlace, etc. Ademas, supone un gran avance en la
interpretacion del mecanismo de liberacién de los farmacos del sistema transportador.

Aplicado al estudio de las nanoparticulas de silice Correlation Type [Shape Only -]
cargadas con cisplatino, voy a poder comprobar si
. g, platino, voyap -omp Compute Device [CPU ~|
mi farmaco puede introducirse en el interior de la
nanoparticula o por el contrario es demasiado FFT Mode [3D >
grande, y ademads podré ver como interaccionan, Sampling Method [Range Angles ]
prediciendo el docking del cisplatino en Ia _
Post Processing | None :I

nanoparticula, calculando sus interacciones y su
energia de interaccién. Grid Dimension [06  ¥] Solutions [2000 ¥

ReceptorRange|180 v| Step Size |76 ~
Ligand Range|180 Vl Step Size |75 x

Mediante una simulacidn realizada con el
programa Hex 8.0.0 podemos observar la

nanoparticula de silice mesoporosa MCM-41 con el Twist Range [360 ¥] StepSize[55 ~]
farmaco en su interior. La figura 4 representa el Distance Range [40 ] Box Size[10 ~

farmaco cisplatino en el interior de la
nanoparticula mesoporosa de silice, con las

Translation Step|08 '| SubSteps [0 v

interacciones presentes entre ambos. Para la Score Threshold [0.0 ¥]
realizacién del docking se usaron los datos que - Steric Scan | 16 |_ |
aparecen en la tabla 1.
Final Searchl 25 '—J—
Gracias al docking vemos que hay una energia total
& a y & Soln| 0 | |

de enlace de -103,36 unidades de energia 'y
también podemos observar que entre el
cisplatino y el MCM-41 se producen tres
enlaces de hidrégeno. Al conocer las interacciones entre el fdrmaco y la matriz de silice, voy
a poder suponer modificaciones en la molécula de cisplatino que mejoren la unién con el
transportador.

Tabla 1. Datos para la realizacion del docking
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En la figura 5 podemos ver el cisplatino en la parte inferior de la imagen, en el interior de la
nanoparticula de silice. El platino aparece de color gris, los cloros de color azul claro y los
nitrogenos de color azul oscuro.

Estos modelos tedricos deben ser comparados con datos experimentales, como informé el
catedratico Antonio Doadrio en un modelo de vancomicina/SBA-15.

Fig 5. Simulacidn de nanoparticula de silice
mesoporosa con cisplatino en su interior (Il)

Fig 4. Simulacion del MCM-41 con el cisplatino en
su interior (1)

5.2.- Nanoparticulas Mesoporosas de Silice (MNP’S)

Propiedades de las nanoparticulas.

En los ultimos afios ha aumentado mucho el uso de nanoparticulas para multitud de
aplicaciones como medicina, investigacion, electrénica, energia y medio ambiente, e incluso
en el sector textil.

La aplicacidn de materiales mesoporosos ordenados como matrices en sistemas de
administracién de farmacos se inicié en 2001. En un inicio, los farmacos investigados para
ser cargados en las nanoparticulas eran principalmente antibiéticos y antiinflamatorios, pero
con el tiempo la investigacién se ha ido extendiendo a otros tipos de farmacos.

Las nanoparticulas tienen un tamano de entre 50 y 300 nm, de distinta naturaleza, pudiendo
ser liposomas, micelas, sistemas poliméricos, nanotubos de distintos metales o dendrimeros.
Y se van a clasificar de acuerdo a su naturaleza:
- Organicas: polimeros, bicapas lipidicas y estructuras repetitivas.
- Inorganicas: formadas por metales y materiales inertes como la silice o el didxido de
titanio.
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En esta revision bibliografica nos centraremos en las nanoparticulas de silice. Estas tienen
una matriz de silice con poros de un didmetro de entre 2 y 50 nm, por lo que van a tener dos
dominios: interno (en el interior de los poros) y externo. La medida de las nanoparticulas no
es algo casual, sino que esta estudiado que los materiales microporosos (tamafio de poro < 2
nm) tienen alta superficie especifica pero bajo acceso a los poros, en cambio los materiales
macroporosos (tamafno de poro > 50 nm) tienen alto acceso al poro pero baja superficie
especifica. De modo que los materiales mesoporosos suponen una alternativa mas adecuada
para multitud de aplicaciones, al tener una alta superficie especifica y un gran acceso al
poro.

Caracterisiticas principales de las nanoparticulas de silice:

- Elevada drea superficial, que permite almacenar gran cantidad de carga (fadrmacos,
sensores o proteinas).

- Elevado volumen de poro, gran porosidad y elevado orden del poro.

- Se pueden modificar facilmente en forma y tamafio (tamafio del poro modificable
entre 2 y 10 nm) y facilmente sintetizables.

- Buena estabilidad quimica y térmica. Comparadas con otros polimeros
transportadores de farmacos, las MNP’S son mas resistentes al calor, pH, tensién
mecanica y a diversas reacciones de hidrdlisis.

- Biocompatibles con el organismo humano (no toxicidad). Ademas, las moléculas
huésped en el interior de los poros estan protegidas de una posible degradacion en
ambientes hostiles como el estdmago o el intestino.

- Tienen dos superficies funcionales (interna y externa). Esta caracteristica permite la
funcionalizacion selectiva de las superficies internas y/o externas con distintos
restos.

- Estructura de poro unica. A diferencia de otros transportadores como dendrimeros o
liposomas, que van a tener estructuras imperfectas en las que algunas moléculas
transportadas pueden liberarse a través de la matriz cuando algunos poros no estan
cerrados, las nanoparticulas mesoporosas de silice estan compuestas por un panal
hexagonal con poros cilindricos, de modo que los poros son individuales y no hay
interconectividad entre ellos, evitando los inconvenientes que aparecen en otras
formas de transporte de farmacos.

La aplicacidn de estas nanoparticulas a las terapias antitumorales consiste en conseguir un
vehiculo biocompatible, que permita una alta carga de moléculas del fdrmaco sin liberarcién
prematura antes de llegar al sitio de accion.

Sintesis de las nanoparticulas.

Se ha logrado un rapido progreso en la sintesis de MNP’S gracias a que disponemos de
multitud de tensioactivos y a la tecnologia sol-gel.

El MCM-41 es el tipo de nanoparticula en la que nos vamos a centrar. Usamos como
surfactante el bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), como precursor de silice el
ortosilicato de tetraetilo (TEOS) o metasilicato sddico (Na,SiOs3) y como catalizador el alcali.

-10 -
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Se producen dos reacciones clave:

1. Hidrdlisis del alcéxido, obteniendo una suspension coloidal que contiene particulas
de tamafio inferior a 100 nm y grupos silanol (Si-OH).

2. Condensacion de los grupos silanol formando estructuras tridimensionales (Si-O-Si).
En esta segunda etapa se forma un gel. Las micelas formadas por la presencia del
surfactante actian a modo de molde y formaran los poros. El surfactante catidnico
atrae las cargas negativas de las estructuras de silice, por lo que las especies de silice
se concentran alrededor de las micelas formando una estructura de silice tubular. La
nanoparticula aumenta de tamafio hasta que la carga negativa neta es tan elevada
gue no crece mas.

U

s 0,

o\m
N

Finalmente hay que liberar el
surfactante del interior de los poros
y para ello se pueden seguir 3
métodos: una mezcla de nitrato

Condensacion |

amonico, etanol y agua, usando (] silicato precursor
Eliminacion del surfactante ‘
El tamafio del poro y su orientacién

alcohol con HCI, o mediante  @——— surfactante
calcinacion. Los tres conllevan la

ruptura de la interaccion

electrostdtica entre el surfactante

catidnico y los silicatos anidnicos

vienen determinados por la Fig 6. Fases para la preparacion de nanoparticulas
naturaleza de las platillas de

surfactante, y el tamaio y morfologia adecuados para la nanoparticula se consiguen
adaptando la relacién molar de precursores de silice y tensioactivos, afiadiendo
codisolventes y precursores de organoalcoxisilicano durante la reaccion de condensacién.

Auto ensamblaje

Si por ejemplo usamos Na,SiO; como precursor de silice, el MCM-41 sintetizado va a tener
unos poros mas grandes y con un area superficial mayor que si usamos TEOS (Na,SiOs -
superficie especifica = 1.379 m?/g, tamafio de poro = 3,3 nm / TEOS — superficie especifica =
848 m?/g, tamafio de poro = 2,8 nm).

Una vez sintetizadas, podemos caracterizar las nanoparticulas para determinar si tienen el
tamafio adecuado para su aplicacidn, tanto a nivel de tamafio de poro como su morfologia
general. Existen 4 métodos que me permitiran caracterizar las nanoparticulas:

- Dispersién de la luz dinamica (DLS): me permite conocer su tamafio. Me permite
relacionar el desplazamiento aleatorio de las particulas con su didmetro
hidrodinamico.

- Métodos de BET y BJT: permiten conocer la superficie especifica y la porosidad.

- Difraccién de Rayos X (XRD): técnica no destructiva que me permite conocer la
estructura interna mesoporosa de las nanoparticulas.

-11 -



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

- Microscopia de transicién electrdnica (TEM): me permite conocer la estructuray el
tamafio de una nanoparticula en concreto o de un conjunto de ellas.

Funcionalizacién de las nanoparticulas.

Las MNP’S tienen tres dominios funcionales posibles donde incorporar el agente activo: la
superficie de la nanoparticula, la parte interna de los poros y la matriz de silice de Ila
nanoparticula.

Hay tres estrategias que permiten incorporar cualquier agente activo en una MNP: oclusién,
injerto o co-condensacion.

a. Oclusién: se usa para moléculas fluorescentes, como agentes de contraste que
permiten localizar las nanoparticulas en el organismo. El agente activo esta disperso
en la matriz polimérica sin unirse mediante enlaces covalentes. Al estar el agente
activo dentro de la matriz es mas dificil que se degrade.

b. Injerto: método post-sintético que modifica la superficie de la nanoparticula para
incorporar grupos funcionales por silanizacién. En la silanizacién, los grupos silanol (Si-
OH) presentes en la superficie de la NP actidan como puntos de anclaje.

c. Co-condensaciéon: método basado en el proceso de sol-gel, pero se afiade un siloxano
funcionalizado junto con el precursor de silice. Este método a diferencia del anterior
es capaz de distribuir homogéneamente grupos organicos en la superficie interna de
los poros. Ademas, en este método se controla mas facilmente la morfologia de las
MNP’S.

Si quiero una funcionalizacidn regioselectiva, discriminando entre la superficie externa y los
poros, después de eliminar el tensioactivo se aplica el método del injerto con un silano. Como
la superficie externa es mas accesible al silano, se funcionalizara preferentemente respecto al
interior.

Dependiendo de la funcionalizacién de los grupos silanol de las mesosporas tendremos los
poros mds o menos obstruidos. La Doctora lzquierdo-Barba informé de que la funcionalizacidn
del MCM-48 con cadenas C18 cubria todos los poros del transportador, impidiendo el acceso
de la droga al interior de los canales.

En el caso del cisplatino, este va a introducirse al interior de la nanoparticula poniendo en
contacto el farmaco con las nanoparticulas MCM-41, en disolucién. Pasadas 24 horas se
obtendra el transportador cargado. A continuacién, tendremos que filtrar y dejar secar para
obtener el resultado final.

La funcionalizacidon de las MNP’S, incluyendo el tamafio, la forma, las propiedades de
superficie, etc, va a jugar un papel fundamental en la biotransformacién y biocompatibilidad

de la MNP’S dentro del organismo.

- El tamafio de particula es uno de los factores determinantes para la distribucion en el
organismo, la vida media del farmaco y la excrecién de este. A mayor tamafio de las
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MNP’S, mayor distribucién en higado y bazo y mayor excrecidn, por lo que las
nanoparticulas tendran menor vida media.

- Las propiedades de superficie influyen en la biocompatibilidad de las nanoparticulas.
Las MNP’S con carga positiva activan el sistema inmune y tienen mayor citotoxicidad
que las de carga neutra o negativa. Ademas, se sabe que las nanoparticulas con carga
neutra tienen tiempos de circulacién muy largos. La estrategia de modificacién de
superficie mas eficiente es la pegilacidon (unidon de PEG a un farmaco generando un
derivado muy estable), que enmascara los grupos silanol, aumentando la vida media
del sistema y retrasando su opsonizacion.

- Laforma también tiene importancia. Las particulas esféricas tienen un mayor tiempo
de distribucion y sufren menos fagocitosis por macréfagos. Se cree que en funcién de
la forma de la MNP va a internalizarse en las células mediante un mecanismo u otro,
lo que determina el destino intracelular de las nanoparticulas como sistemas de
administracion de farmacos. Un ejemplo de esto se describe en un estudio reciente,
en el cual se descubrié que una MNP con forma de varilla de 15 nm de didmetro y 54
nm de longitud penetraba 4 veces mas rapido en tumores que otra de forma esférica
con 35 nm de diametro.

Las nanoparticulas en el organismo. Administracion dirigida de las nanoparticulas y

selectividad por células tumorales.

Cuando las nanoparticulas llegan al torrente sanguineo, estas van a ser secuestradas por el
sistema reticulo-endotelial (RES). Las nanoparticulas establecen fuerzas de Van der Waals,
interacciones idnicas o electrostaticas con distintas proteinas de la sangre. Posteriormente
interaccionan con receptores especificos que se encuentran en la membrana de células
fagociticas, especialmente las céulas de Kupffer del higado. Esta es la principal via de
eliminacion de nanoparticulas. Para evitarlo, afiado PEG (polietilenglicol) a la superficie de
estas, de modo que va a formar una capa que les permite repeler la adsorcion de proteinas e
impide que sean reconocidas por las células fagociticas.

Como hemos dicho antes, podemos regular el tamafio de la nanoparticula a nuestro gusto.
El tamafio de esta debe ser lo suficientemente grande para evitar su filtracién excesiva a
través de capilares sanguineos, pero debe ser lo suficientemente pequefio para escapar a la
captura de los macréfagos endoteliales de higado y bazo. El tamafio de los sinusoides de las
células de Kupffer en las paredes del higado es de 150-200 nm y el tamafio de las brechas
gue aparecen en el tejido vascular permeable del tumor es de 100-600 nm, por lo tanto, el
tamanio de las nanoparticulas debe ser de hasta 100 nm para alcanzar los tejidos tumorales,
pasando a través de las dos estructuras vasculares mencionadas.

Ademas, la superficie también es importante. Las nanoparticulas deberdn tener una
superficie hidrofilica para escapar de la captura de los macréfagos, esto se consigue
cubriendo la estructura con un polimero hidrofilico, como el PEG, o formandose a partir de
copolimeros con dominios hidrofilicos.

Los antitumorales deben llegar a su lugar de accidn y eliminar selectivamente a las células
cancerigenas sin afectar a las normales. Ayudandonos de las caracteristicas de las células
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tumorales, que no van a aparecer en células normales, voy a intentar guiar a mis
nanoparticulas.

Orientacion pasiva: las células cancerigenas favorecen la creacion de nuevos vasos
sanguineos para asi conseguir un suministro elevado de oxigeno y nutrientes que les
facilite un crecimiento rdpido. Estos nuevos vasos tumorales estan altamente
desorganizados y por ello tienen mayor permeabilidad y una capacidad de retencidn
mayor que los vasos normales. Ademas, el microambiente que se crea en el tumor es
diferente al de las células normales. Como las células tumorales necesitan mucha
energia, van a usar la glucélisis para obtener energia extra, creando un ambiente
acido. Por ejemplo, existen lisosomas estables a pH fisioldgicos, que al llegar al
ambiente acido del tumor se van a degradar.

Orientacion activa: se afiade un ligando o anticuerpo en el complejo farmaco-
nanoparticula que tenga afinidad por el lugar de accion. Estos ligandos o anticuerpos
deben tener afinidad por receptores o antigenos que solamente se expresen en
células tumorales y no en células normales, ademas, deben expresarse de manera
homogénea en todas las células tumorales y no deben salir a circulacion sistémica,
sino quedarse en el tumor. Existen algunos ejemplos de orientacién activa, la
mayoria todavia en fase de experimentacion:

o Elreceptor de folatos esta sobreexpresado en algunos tumores, por lo que se
estan probando nanoparticulas dirigidas a este receptor.

o Latransferrina es un transportador del hierro en sangre. El receptor de
transferrina esta sobreexpresado en tejidos tumorales en comparacion con
tejidos normales, por lo que puede ser diana para el disefio de nuevas
nanoparticulas.

o Las células cancerosas expresan diferentes oligosacaridos que las células
normales. Usando esto podriamos utilizar nanoparticulas con lecitinas que
interaccionan con los oligosacaridos tumorales y asi guiariamos al farmaco
hacia el tumor.

El problema deriva de que los receptores de folato y transferrina también se
expresan en células normales. Por ejemplo, hay receptores de transferrina en el
endotelio capilar cerebral, para mediar el transporte del hierro a través de la BHE.
Otra estrategia de orientacidn activa consiste en unir ligandos especificos que se
asocian a receptores de células del endotelio vascular tumoral. Como por ejemplo los
péptidos de arginina-glicina-aspartato, que se unen a la avB3-integrina
sobreexpresada en el tejido vascular tumoral.

Una vez que las nanoparticulas pasan al instersticio tumoral, tienen que entrar en las células
cancerosas y liberar el farmaco. Esta internalizacién normalmente se lleva a cabo por
endocitosis mediada por receptor. Cuando ingresan en el interior de la célula, las
nanoparticulas liberan el fairmaco quimioterdpico (en este caso el cisplatino).
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Liberacion del fairmaco de la nanoparticula.

Una vez que el fdrmaco llega al lugar de accidn, tiene que liberarse. Hay que establecer la
cinética que sigue el proceso.

Existen dos etapas de liberacion en funcién de si el farmaco estaba en el interior o en la
parte externa de la matriz. Si el farmaco se encuentra adsorbido en la parte extrerna la
liberacién es rapida, en cambio si el fdrmaco aparece en el interior de la nanoparticula, la
liberacion va a ser mas lenta.

Como no podemos establecer cinéticas de orden 0, 1 0 2, es muy dificil comparar las
cinéticas de liberacion de distintas nanoparticulas mesoporosas. Debido a esto, vamos a
recurrir a Higuchi. La ecuacién de Higuchi establece que la cantidad cedida por unidad de
superficie (a) va a ser igual a una constante (k), que seria constante de difusion, por el
tiempo elevado a %.

a=kTh

Este modelo es adecuado para liberaciones de farmaco desde la matriz, cuando los poros
estan llenos de disolvente, y la ecuacion va a dependen de los factores principales que
influyen en la liberacién del farmaco: D (difusion del farmaco en el disolvente), t (factor de
tortuosidad del sistema), € (porosidad de la matriz), A (cantidad total de farmaco en la
matriz) y C (solubilidad del farmaco en el disolvente usado).

Por tanto, la liberacion del farmaco puede evaluarse experimentalmente mediante calculo
de cinéticas de liberacidn. El porcentaje o cantidad de farmaco liberado se puede
representar en una recta.

Como se muestra en la grafica 1, primero hay ’ /,/
una liberacion rapida del farmaco, que se 3 . /

atribuye a la interaccion débil con la superficie ‘
de la matriz. Pero a medida que pasa el
tiempo, la liberacién se reduce y se vuelve
constante.

% Drug delivery

La funcionalizacion de la matriz a base de
silice nos permite un control efectivo sobre la A

cinética de liberacién del farmaco debido al s 2 % 1w m  m w0
tamafio de los poros (a menor didmetro y Time (min)

volumen de poro, mayor tortuosidad del

canal). Ademas, el caracter hidroéfilo de la Grdfica 1. Liberacién de un fdrmaco desde una
matriz de silice se puede modificar nanoparticula

anadiendo cadenas de hidrocarburo, que Ia

hardan mas lipdfila, o afadiendo grupos hidrdfilos. Con la funcionalizacidén también se
establecen nuevas interacciones electrostaticas entre los farmacos y la matriz. También se
ha demostrado que la cinética de liberacidn es mas lenta en la matriz funcionalizada que en
la no funcionalizada.
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Ventajas que aportan las nanoparticulas para superar la resistencia a la quimioterapia.

La resistencia a farmacos antiquimioterapicos supone un enorme problema para la curacion
del paciente. Tenemos varios tipos de resistencia a fdrmacos, como se indica en la figura 7,

pero el mas importante esta
mediado por bombas de flujo que
sacan el farmaco de la célula
tumoral. Esto lo llevan a cabo
transportadores dependientes de
ATP o transportadores ABC.

Dentro de los transportadores ABC,
cabe destacar la glicoproteina P. La
glicoproteina P se expresa en gran
cantidad de tumores, siendo esta
una causa importante de
resistencia a farmacos
antitumorales. Se trata de una
bomba de flujo de salida de
farmacos dependiente de ATP, por
lo que expulsa al farmaco de la
célula tumoral evitando que este
ejerza su accion. Se cree que las

nanoparticulas no son reconocidas por

Bypass MDR \
)

*‘.

! I") ABC transporter

Cell membrane receptor

@ Mesoporous silica nanoparticle(MSN)

Increased efflux

Blocked apoptosis

g
Cell survival

i MSN loaded SiRNA

#  MSN loaded cytotoxic drug

# Free cytotoxic drug

Fig 7. Tipos de resistencia a los fdrmacos antitumorales y

estrategias para superarlos

la glicoproteina P y esto permite altas concentraciones intracelulares de farmaco. Ademas,
como hemos visto anteriormente, administrar los farmacos en nanoparticulas facilita la
entrada del farmaco en la célula tumoral, aumentando las concentraciones intracelulares de

farmaco.

Las vias de sefializacién antiapoptdtica siempre implican la sobreexpresién de Bcl-2, la
activacion de MDR1, NF-kB y de HIF-1a y la mutacién del gen supresor de tumores p53. Por
lo tanto, otra ventaja para superar la resistencia del tumor a los farmacos, es administrar en
las nanoparticulas farmacos y genes citotoxicos que estén dirigidos a moléculas que
intervienen en las resistencias, como la familia Bcl-2, o los factores de transcripcién HIF-1a y

NF-kB.

Ademas, la enorme capacidad de carga que tienen las nanoparticulas hace que entreguen en
el lugar de accién varios farmacos antitumorales, multiplicando asi la eficacia del
tratamiento. Un ejemplo de esto es la administracién del gen Bcl-2 siRNA con el antitumoral
DOX. La administracién de ambos de forma conjunta puede aumentar la eficacia
anticancerigena hasta 132 veces en canceres de ovario resistentes en comparacién con la

terapia convencional con DOX libre.
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Posibles mejoras en las nanoparticulas. Creaciéon de nanopuertas.

Hemos visto multitud de ventajas en el tratamiento quimioterapico derivadas de las
nanoparticulas, pero podemos ir un paso mas con la posibilidad de abrir y cerrar el poro. De
esta manera el poro solo se abrird en el lugar de accién, por lo que podemos reducir
enormemente la dosis de fdrmaco, dando solo la cantidad necesaria para ejercer el efecto
deseado.

Para lograr esto, vamos a recurrir a la creacidon de nanopuertas. Estas nanopuertas se abren
ante un estimulo. Principalmente tenemos dos tipos de estimulos:
- Estimulos internos: cambios de pH, medios reductores y actividad de ciertas enzimas.
- Estimulos externos: luz, ultrasonidos o campos magnéticos. La ventaja de los
estimulos externos es que puedo controlarlos y aplicarlos cuando quiera.

Vamos a describir tres tipos de nanopuertas:

1. Apertura por eliminacién de un grupo covalente: afiado un grupo bloqueante
voluminoso (como nanocristales de CdS) o una molécula fotoisomerizable (como el
azobenceno). Este grupo bloqueante tiene que ser capaz de separarse ante un
determinado estimulo, permitiendo asi la liberacién del farmaco del interior de la
nanoparticula.

2. Apertura mediante polimeros: el polimero se une a la superficie de las nanoparticulas
de silice mesoporosas por absorciéon o por unién covalente. Su funcién va a ser
taponar la salida de los poros y ante un determinado estimulo sufre una modificacién
en su disposicion que permite liberar el poro y con ello la salida del farmaco.

3. Apertura mediante valvulas: se usa MNP cargada

una molécula inmovilizada unida

covalentemente a la matriz de silice y
Valvula ¢ Carga

Liberacion carga

una molécula ciclica que actua como
tapon. Cuando la nanopuerta estd
cerrada, la molécula ciclica se une al
eje y el conjunto sirve como barrera
para evitar que se libere el farmaco.
Pero cuando se separan la molécula
ciclicay el eje, se abre la valvula,
liberando el farmaco.

Fig 8. Apertura mediante vdlvulas
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6.- CONCLUSION.

El modelado molecular y docking nos ha permitido un enorme avance en investigaciony
desarrollo de nuevas hipdtesis, ahorrandonos muchisimo tiempo en calculos y resolucién de
ecuaciones. Gracias a estas técnicas de la quimica computacional podemos obtener
estructuras ligando-receptor de baja energia y ver las interacciones que aparecen a nivel
molecular. Sin embargo, no debemos olvidar que estos modelos tedricos deben ser
comparados con datos experimentales.

Ademas administrar el fadrmaco en el interior de nanoparticulas mesoporosas de silice va a
suponer una gran ventaja. Gracias a la capacidad de funcionalizar las nanoparticulas vamos a
resolver los principales problemas asociados a la administracién de farmacos a nivel
sistémico, ya que aumenta la afinidad por el lugar de accién, podemos reducir la dosis de
farmaco consiguiendo el efecto deseado y ademas vamos a reducir la toxicidad debida a esa
alta concentracion y a la actuacién del antitumoral en diferentes lugares del organismo.
También vamos a conseguir superar las resistencias que presentan muchos tumores a
farmacos quimioterapicos, aumentando la capacidad de curacidon de muchos pacientes, y
gracias a las nanopuertas, el farmaco solo e liberara ante un estimulo especifico que se de
en el tejido tumoral.

Si unimos la capacidad de crear hipédtesis, que me brinda el modelado moleculary el
docking, con todas las mejoras que suponen la administracion del farmaco en
nanoparticulas, voy a conseguir un enorme avance en la terapia antitumoral, aumentando la
esperanza de vida de los pacientes y pudiendo hacer frente a diversos tipos de canceres que
en la actualidad producen una mortalidad cercana al 100%.
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