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RESUMEN

El cancer es una enfermedad que se caracteriza por la existencia de
células que han sufrido un cambio en los mecanismos de control que regulan su
capacidad de diferenciacion y proliferacion. En el siglo pasado aparecieron
numerosos farmacos antitumorales como los taxanos o la doxorrubicina (DOX),
que inhibian procesos especificos del ciclo celular, pero no eran especificos de
las células cancerosas y generaban una alta toxicidad sistémica. El desarrollo de
nuevos sistemas de liberacion controlada de farmacos ha progresado mucho
durante las ultimas décadas. Los nuevos sistemas de liberacion consiguen que
las nanoparticulas estén preparadas para liberar el medicamento bajo unas
condiciones especificas dadas por el microentorno tumoral y conseguir disminuir
asi los efectos secundarios. La biocompatibilidad y biodegradabilidad son unas
caracteristicas especificas que deben reunir los materiales elegidos como
carriers para formularse asi los vehiculos que transportan los farmacos.

En esta revision se intentara mostrar el gran abanico de posibilidades
a la hora de escoger los materiales utilizados en la nanoterapia, asi como en su

aplicacion frente al cancer.



ANTECEDENTES

1. INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad que se caracteriza por la existencia de

células que han sufrido un cambio en los mecanismos de control que regulan su

capacidad de diferenciacion y proliferacion. Segun los ultimos datos publicados

por el Instituto Nacional de Estadistica (INE) (Tabla 1), en diciembre de 2018,

correspondientes al afio 2017, los tumores constituyeron la segunda causa de

muerte en Espafia (26,7% de los fallecimientos), por detras de las enfermedades

cardiovasculares (28,8% de muertes).1

TUMORES

TUMOR MALIGNO DEL LARID, OF LA CAVIDAD BUCAL ¥ DE LA FARMGE
TUMOR MALIGND DEL ESGFABD

TUMOR MALIGND DEL ESTOMAGD

TUMOR MALIGNO DEL COLON, RECTO, RECTD SIGMA Y AND

TUMOR MALIGNO DEL HIGADD ¥ VIAS BILIARES INTRAHEPATICAS
TUMOR MALIGND DEL PANCREAS

OTROS TUMORES MALIGNDS DIGESTIVOS

TUMOR MALIGND DE LA LARINGE

TUMOR MALIGNO DF LA TRACUER, D LOS BRONOUIDS Y DEL PULMON
(TROS TUMORES MALIGNDS RESPIRATORIOS E INTRATORACICOS
TUMORES MALIGNOS DEL HUESD Y DE LOS CARTILABDS ARTICULARES
MELANOMA MALIGNO DE LA PIEL

(TRDS TUMORES MALIGNDS OF LA PIEL ¥ DE LOS TEADOS BLANDDS
TUMOR MALIGND DELA MAMA

TUMOR MALIGNO DEL CUELLD DEL OTERD

TUMOR MALIGNO OE OTRAS PARTES OEL (TERD

TUMOR MALIGNO DEL OVARID

TUMORES MALIGNOS DE OTROS ORGANOS GENITALES FEMENINOS
TUMOR MALIGND DE LA PROSTATA

TUMORES MALIGNDS DE OTROS ORGANOS GENITALES MASCULINDS
TUMOR MALIGND DEL REGN, EXCEPTO PELVIS RENAL

TUMOR MALIGND DE LA VENGA URINARIA

OTROS TUMORES MALIGNDS F LAS WAS URINARIAS

TUMOR MALIGND DEL ENCEFALD

OTROS TUMORES MALIGNDS NEUROLOBICOS Y ENDOCAINOS

TUMOR MALIGNO OF SITIS MAL DEFINIDDS, SECUNDARIOS ¥ DE SITIOS N0 ESPECIFICADDS
TUMORES MALIGNDS DEL TEADO LNFATICO, DE L0S GRBANDS HEMATOPOYETICDS Y D TEJIDOS AFINES, EXCEPTO LEUCEMIA
LEUCEMIA

Tabla 1. Fallecimientos por tumores en Espafia para el afio 2017 ambos sexos.
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Asimismo, segun datos de la OMS, el cancer es la 22 causa de muerte
en el mundo2. No es de extrafiar por tanto que una parte importante de la
investigacion en medicina se centre en la lucha contra dicha enfermedad.

Ya en el siglo pasado aparecieron numerosos farmacos antitumorales
como los taxanos o la doxorrubicina (DOX), que inhibian procesos especificos
del ciclo celular pero no eran especificos de las células cancerosas, generando
una alta toxicidad sistémica. Sin embargo, ésta no es el Unico obstaculo a evitar:
muchos antitumorales no tienen perfiles farmacocinéticos o farmacolégicos
favorables; la baja solubilidad, la carencia de estabilidad, el corto tiempo de
semivida, la naturaleza irritante y la resistencia al tratamiento después de la
exposicion prolongada resultan en una baja biodisponibilidad y eficacia.2

Los sistemas de liberacion controlada surgieron para hacer frente a
estos inconvenientes, asi como para conseguir el transporte de los farmacos al
lugar especifico del tumor, lo cual previene la aparicion de efectos adversos en
organos y tejidos sanos.

El desarrollo de nuevos sistemas de liberacion ha progresado mucho
durante las ultimas décadas. Estos avances tecnolégicos han permitido mejorar
el perfil de seguridad de los medicamentos con un margen terapéutico mas
estrecho. Los sistemas de liberacion sostenida consiguen que las
nanoparticulas, o también llamadas nanocarriers, estén preparadas para sufrir
cambios estructurales en respuesta a ciertos estimulos, lo que permite enviar y
liberar el medicamento bajo unas condiciones especificas dadas por el
microentorno tumoral como son la hipoxia, la angiogénesis tumoral y el

incremento del catabolismo de la glucosa.?



2. OBJETIVOS

El objetivo de esta revision es recopilar en un mismo documento los
diferentes sistemas de liberacion que responden a cambios fisiolégicos de la
matriz extratumoral (TME) (como el pH, la T2, el potencial redox etc.) y los
materiales mas usados. Finalmente se discutiran los resultados obtenidos en los
algunos estudios.



3. ESTRATEGIAS USADAS PARA LA LIBERACION IN VIVO
3.1 MODO PASIVO

Existe una caracteristica anatomico-fisiopatoldgica Unica en los
tumores que se utiliza para dirigir las terapias: el aumento de la permeabilidad y
retencion de las sustancias del tejido neoplasico (EPR effect), causada por el
defecto en la formacién de vasos sanguineos y la sintesis de factores que
aumentan la permeabilidad vascular. Este efecto es un fendbmeno dependiente
del peso molecular: moléculas mayores de 40 kDa, (limite de la filtracion renal),
muestran un mayor tiempo de circulacion en sangre y un aclaramiento renal mas
lento. Por ello, estas moléculas acaban penetrando en el tumor de una manera

selectiva.2

3.2 MODO ACTIVO

Debido a que las células neoplasicas cumplen en muchos de los
casos unas caracteristicas comunes que las diferencian de las células sanas del
cuerpo, estas caracteristicas se han aprovechado para idear estrategias contra
ellas con el fin de aumentar la especificidad y efectividad de los tratamientos.
Entre esas caracteristicas destaca la sobreexpresion de ciertas moléculas en las
células cancerigenas, que por el contrario no estan presentes, o lo estan en una
concentracion mucho menor, en las células sanas. Algunas de esas moléculas
se encuentran en la superficie celular, pudiendo aprovecharse como punto de
anclaje para las nanoparticulas, siempre que a su vez en la superficie de éstas
se hayan introducido ligandos especificos para esas moléculas. Dado que gran
parte de la eficacia de la nanoterapia depende del proceso de internalizacion de
las nanoparticulas, es fundamental una alta afinidad entre los ligandos de éstas
y las moléculas que actian como receptores en la superficie celular. Una vez
dentro de las células cancerigenas, las nanoparticulas deben ser capaces de
liberar cargas significativas de medicamento dentro del entorno tumoral,

facilitando que aquél ejerza su potencial citotéxico.



3.2.1Pequefias moléculas como ligando
En mas del 40% de los canceres existe una sobreexpresion en la
membrana celular de los receptores de folato. Por tanto, esta pequefia molécula
es usada comunmente para modificar las nanoparticulas, afiadiendo selectividad
a los farmacos encapsulados.2
Otro grupo de moléculas habitualmente sobreexpresadas esté
constituido por la familia de las lectinas, proteinas de membrana que se unen a
azucares con elevada especificidad. A modo de ejemplo, la expresion de la
galectina-3, una lectina de unibn a galactosa, se correlaciona con la
transformacion neoplasica y la progresion metastasica del cancer de colon.®
Se sintetizaron tres tipos de copolimeros de N-(2-hidroxipropil)
metacrilamida (HPMA) que contenian los epitopos de sacéaridos: galactosamina,
lactosa o0 galactosa ternaria, y compararon su biorreconocimiento por células de
cancer de colon humano. Los resultados mostraron que existe una correlacion
positiva entre el contenido de azucar en los copolimeros de HPMA y su grado de
unién con las células tumorales. Asimismo, comprobaron que esa correlacion no
es igual para los tres azucares ensayados: la introduccion de residuos de
galactosa en el copolimero de HPMA dio como resultado un aumento
significativo en la union de los copolimeros a las células, mientras que los
copolimeros de HPMA con lactosa mostraron bajo biorreconocimiento por todas

las lineas celulares utilizadas.”

3.2.2Biomoléculas

Los anticuerpos monoclonales son herramientas muy Utiles para
reconocer los objetivos con una alta especificidad. Por tanto, existen numerosos
trabajos en la bibliografia sobre su unién a la superficie de las nanoparticulas.g 2
Por ejemplo, el receptor de factores de crecimiento epidérmico (EGFR) es una
glicoproteina transmembrana y forma parte de la familia ErbB, que consiste en
cuatro receptores tirosina-quinasa: EGFR, HER2, HER3 vy HERA4.
Especificamente EGFR y HER2 se encuentran sobreexpresados en las células
cancerigenas y se ha visto que juegan un papel importante en la progresion del

cancer incluyendo la proliferacién, angiogénesis, invasion y metastasis.1?



Los péptidos también pueden ser utilizados como herramienta para la
nanoterapia. Por ejemplo, la mitad del péptido iIRGD(CRGDK/RGPD/EC) se une
preferentemente a alfa integrinas, las cuales estan sobreexpresadas en muchos
tipos de células neoplésicas, asi como en las células endoteliales del tumor.
Después de una hidrdlisis proteolitica, la molécula adquiere una secuencia con
un C terminal que le permite unirse a la Neuropilina-1, a través de la cual alcanza

el interior de las células cancerigenas. (Fig. 1)
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Fig. 1. Mecanismo de unién y penetracion del péptido iRGD.

También se han utilizado como ligandos pequefias secuencias de
nucleotidos llamados aptameros, los cuales son altamente resistentes a las
nucleasas de la sangre y los tumores debido a que se les han afiadido azucares
terminales modificados a su extremo 2’, mientras que sus —NH2 3’ pueden ser
modificados por PEGilacion.

Al comparar la utilizacién de ligandos de pequefio tamafio con la de
biomoléculas, se observa que mientras los anticuerpos monoclonales o
proteinas presentan limitaciones, como posibles complicaciones in vivo o los
altos costes de su produccion industrial, los péptidos o aptameros tienen una
estructura estable y son relativamente baratos de producir a gran escala
mediante sintesis quimica.l2 Es por eso que son una gran innovaciéon y una

nueva via para los tratamientos.



4. MATERIALES

En esta seccidén se comentaran algunos ejemplos de los materiales

utilizados en la liberacion controlada por estimulos (Anexo 1).

Existe una gran variedad de materiales que rednen una serie de
caracteristicas especificas necesarias para ser utilizadas como transportadores,
como por ejemplo retrasar el proceso de difusion.12

Los nanotubos de silice (MSNTSs) han sido objeto de buen nimero de
estudios, ya que su no toxicidad, biocompatibilidad, su tamafio ajustable de poro
y su capacidad de carga, los convierten en excelentes candidatos para su
utilizacion como nanoparticulas.

En 2010, Yang et al. sintetizaron dichos nanotubos!* con una
superficie semiporosa, con un tamafio de poro aproximado de 20 nm, y
recubierta de diferentes electrolitos, como hidrocarburo policiclico aromatico
(PAH/PSS) o alginato/chitosan (ALG/CHI). El par PAH/PSS presenta una gran
sensibilidad frente a variaciones de pH, mientras ALG y CHI son polisacaridos
biocompatibles, biodegradables, y econémicos. Las moléculas liberadas fueron

Doxorrubicina (DOX) y Fluoresceina (FLU).

10



ﬁ (1) PAH Media with .
(2) PSS ~~ different pHs :_g_ :
LBL Coating Release ',% f;_,’
MSNTs PAH/PSS-MSNTs DOX-loaded PAH/PSS-MSNTs
Modification

\ 4 -(CH:):NH: ¢

() ALG Media with
(2) CHI ~~ different pHs

| ! LBL Coating Release
MEMSNTS  ALGICHIH=MSNTS FLU-loaded ALG/CHI-NH.-MSNTs

Fig. 2. Proceso experimental para el recubrimiento de los nanotubos.

En ambos casos, los MSNTs se obtuvieron con una estructura
alternada entre ambos electrolitos en la superficie, PAH/PSS-MSNTs y ALG/CHI-
NH2-MSNTSs respectivamente. (Fig. 2)

En la tabla 2 se resumen los parametros fisico-quimicos de los
nanotubos de silice fabricados antes y después del recubrimiento con

polielectrolitos.

Sample SeeT Viore Dpore Drug-loading
(m’g™!) (cm®g?) (nm) efficiency (%)
DOX FLU
MSNTs 638 0.78 82 81.7+36 489%29
NH,-MSNTs 285 0.57 8.7 - -
PAH [PSS- 86 042 19.1 894+48 96+14
MSNTs
ALG|CHI-NH,- 139 0.63 19.6 - 205+2.1
MSNTs

Tabla 2. Nanotubos de Silice sintetizados.

Se observa que en el caso del farmaco DOX, los PAH/PSS-MSNT

presentan una mayor eficiencia de carga de DOX (89,4 = 4,8%) que los

11



nanotubos sin modificar MSNT (81,7 + 3,6%), a pesar de que tanto el area
superficial como el volumen de poros de PAH/PSS-MSNT son mas bajos que los
de MSNT. Entre las posibles razones de la mejora de la capacidad de
almacenamiento de DOX en las PAH/PSS-MSNT cabe mencionar el
almacenamiento de farmacos en poros entre PAH/PSS, y sobre todo la adsorcion
electrostatica de DOX (molécula cargada positivamente) a la capa exterior de
PSS, con carga fuertemente negativamente. Esta Ultima hip6tesis resulta
especialmente probable, ya que cuando se analiza la eficiencia de carga de esos
mismos nanotubos modificados para el otro farmaco (FLU), con carga negativa,
se observa una reduccién significativa de la misma (de 48,9 + 2,9 a 9,6 + 1,4%),
lo cual es consistente con la existencia de una repulsion electrostéatica entre FLU
y la capa PSS mas externa. Cuando los nanotubos de silicio se recubrieron con
el par CHI/ALG, en los que la capa superficial quedaba cargada positivamente,
no se detectdé carga del medicamento con carga positiva (DOX), y por el
contrario, aumento la capacidad de carga frente al medicamento con carga
negativa (FLU) hasta 20,5 £ 2,1%, lo que significo el doble de la eficiencia de
almacenamiento de FLU en los nanotubos de PAH/PSS-NH2-MSNT.

Y.-T. Chiang y C.-L. Lo en 2014, utilizaron liposomas como carriers
debido a su baja toxicidad y biocompatibilidad, y un uso muy extendido en las
formulaciones magistrales.’® Dado que los liposomas tienen tres grandes
inconvenientes: baja estabilidad, una liberacion de farmacos muy lenta y una
mayor acumulacién en el bazo e higado, para mejorar la estabilidad y la
distribucion a la matriz extracelular del tumor (ECM), los liposomas se prepararon
a partir de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), metoxi-poli(etilenglicol) B, poli(N 2-
hidroxipropil)metacrilamida-co-histidina)-colesterol (MPEG-P(HPMA-g-His)-
colesterol), copolimeros, y biotina-polietilenglicol-biotina  (Biotin2-PEG)

reticulados.

12
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Fig. 3. (A) Esquema de la representacion de liposomas con diana basados en la rotura de enlaces de
hidrégeno. (B) Estructura quimica de mPEG-P(HPMA-g-His)-colesterol y Biotin2-PEG.

En este estudio, se sintetizaron dos tipos de liposomas, unos sin
biotin2-PEG, no selectivos de la ECM, y otros que si lo contenian. Este liposoma,
dirigido a la ECM presenta varias caracteristicas interesantes, como son (1) la
capacidad de prevenir la adsorcidén de proteinas y la fuga de farmacos de los
liposomas, gracias a la presencia de biotin2-PEG como agente reticulante en la
interfaz del liposoma, (2) mejora de la captaciéon celular por las células
cancerigena mediante un agente que rompe los enlaces de hidrogeno por la
variacion de pH en la ECM (el valor medio de pH en la ECM esta alrededor de
6,5-6,8), y (3) la capacidad activa de dirigirse al tumor y aumentar la
acumulacion.

Los liposomas resultantes se muestran en la siguiente tabla.
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Code Composition [wt %) Particle size  POI

Copolymer DPPC  Biotin2-PECG (nmy
DPPC 1] 100 o DT £ 3.0 D018 £ 0.05
HisgpPL* i3 &7 o 1084 +£ 06 013 £+ 002
His14 PL” 33 &7 o 1029+ 15 008 £ 0.02
HisQECMTL" 5 30 25 D0E 4+ 19 014 £ 007
HisT4ECMTL™ 25 30 25 bEZ 4+ 21 011 £ 003

“ His? polymer-incorporated liposomes and His9 ECM-targeting liposomes were
prepared from Poly_HPAT-His9 copolymers.

® Hisl4 polymer-incorporated liposomes andHisld BCM-targeting liposomes
were prepared from Poly_HP44-His14 copolymers.

" Particle sizes and PDNs were determined by DLS.

Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas de los liposomas.

Los transportadores también pueden tener naturaleza polimérica. Fei
Liu et al. en 2015 sintetizaron un novedoso polimerosoma, un copolimero
tribloque de tipo ABA, en el que los bloques A consistian en poli(N-
vinilcaprolactama) (PVLC) como parte hidrofila y termosensible, unidos a una
larga cadena hidréfoba de polidimetilsiloxano (PDMS) que constituye el bloque
B.16

La longitud de la cadena de PVCL se regul6 variando el tiempo de
reaccion, y se obtuvieron 5 copolimeros tribloques de PVCLr-PDMSes-PVCLn
con n = 10, 15, 19, 29 y 50 (Tabla 4). Todos los copolimeros de bloques
probados produjeron morfologias vesiculares con una periferia mas oscura y un
interior hueco que permanecié sin tefiir, lo que implica que la membrana
permanecio intacta y no permeable. Ello demuestra que bajo condiciones
normales no se produce liberacion del farmaco. Los copolimeros con cadenas
de PVCL mas grandes (n = 29 y n = 50) no produjeron vesiculas, sino que se
ensamblaron en micelas con un diametro promedio por debajo de 30 nm como

se evidencia en las mediciones de DLS (no se muestran).

ABA copolymer M, ('H NMR), Da M, (GPC)", Da b (GPC) PVCL, wt % PVCL:PDMS ratio
PVCL,y PDMSgPVCLy, 7780 5034 L13 36 1:15
PVCL, - PDMSePVCLy, 9170 5209 L1$ 4% 1:21
PVCL, PDMSgPVCLy, 10280 5540 L1$ 52 1:17
PVCL,,-PDMS,PVCL,, 13060 7093 L7 62 1:11
PVCLy PDMSePVCLy, 18900 11947 L1$ 7 1:07

“The GPC number-average molecular weights were obtained using polystyrene linear standards.

Tabla 4. Composicién quimica de los copolimeros, pesos moleculares (Mn) y polidispersidad (D).
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En 2014, Chunli Shi et al. crearon una serie de micelas en forma de
estrella a partir de polimeros anfipaticos como estrategia para evitar la liberacién
de farmacos de forma precipitada.t Comparados con los tradicionales polimeros
lineales, este copolimero con multiples “brazos” permite reducir la concentracion
micelar critical® sin comprometer la carga de las micelas y su liberacion. El
objetivo de dichas micelas fue desarrollar un sistema de liberacién con una
capacidad de reaccionar basada en su potencial redox, con el fin de lograr una
alta eficacia terapéutica para tumores sélidos y una baja toxicidad para los tejidos
normales. Las micelas en forma de estrella fueron autoensambladas a partir del
copolimero de poli(e-caprolactona (PCL)-poli(PEG) de cuatro brazos. El PEG se
utilizd como segmento hidréfilo para evitar la agregacion y el aclaramiento del
sistema fagocitico-nuclear. La PCL se utilizo como segmento hidréfobo debido a
su buena biodegradabilidad y no citotoxicidad.

El comportamiento sensible a redox se consiguid mediante la
conexion de los segmentos hidroéfilos e hidréfobos con enlaces disulfuro. Los
grupos finales del segmento hidrofilo incorporaron ligandos de acido félico para
conseguir especificidad frente a las células tumorales.

Con el fin de comparar la eficacia de estas micelas, se obtuvieron
sistemas en estrella sin acido félico y sin puentes disulfuro. (Fig. 4)

Tanto estas Ultimas micelas patron (DOX @ star-PECL) como las
sintetizadas incorporando dichos elementos (DOX @ star-PECLss-FA) se

cargaron con DOX.
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En 2014, H. Chen, W. He y Z. Guo?2 reportaron un sistema sinérgico
en el que nanoparticulas de poli(acido D, L-lactico-co-glicolico) (PLGA)
incorporaban catalasa en su cavidad, de naturaleza hidrofilica, como agente
generador de O, junto con agentes anticancerigenos de platino. Dado que en el
interior de los tumores suele darse un ambiente oxidante, la concentracion de
H>O. es mas alta en las células cancerigenas, por lo que su entrada en las
nanoparticulas provoca un aumento de la concentracion de Oz en su interior que
se traduce en un aumento de la presion interna, que rompe la cubierta. De esta
forma, las nanoparticulas podrian descargar selectivamente los farmacos

encapsulados en su interior en virtud de los altos niveles de estrés de ROS en
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las células cancerosas, lo que resultaria en la apoptosis celular. Ademas, el O>
producido en el proceso de liberacion del farmaco puede ser Util para superar la
multirresistencia (MDR) de las células tumorales inducida por la hipoxiay mejorar

la eficacia de la quimioterapia contra el cancer.

Mean Zeta
PLGA PVA®
diameter PDI potential

(mg) (%, wiw)
(nm) (mV)
1 239 017 -19
5 2 223 019 —20
4 216 0.13 —25
1 245 0.18 —15
10 2 230 011 —18
4 224 0.14 —20
1 269 021 —11
20 2 257 017 —-13
4 246 019 —15

Tabla 5. Diametro principal, potencial zeta y polidispersidad de las diferentes nanoparticulas preparadas.

En 2014, R. Li et al.22 publicaron un novedoso sistema de respuesta
a tres estimulos diferentes. Dicho sistema estd compuesto por: un ndcleo de
poli(acido  metacrilico/N,N-bis  (acriloil)cistamina, o0 también Illamado
(p(MAA/BAC)), sensible al pH; un recubrimiento de  poli(N-
isopropilacrilamida/glicidilmetacrilato/N,N-bis(acriloil)cistamina), o  también
llamado [p(NIPAAM/GMA/BAC)], que es termosensible en disolucién acuosa, y
acido félico en la superficie para dirigir la microesfera al tumor. Adicionalmente,
el agente reticulante N,N-bis (acriloil)cistamina (BAC) también puede ser
activado por el glutation (GSH) mediante la reduccion de su enlace disulfuro, lo
gue otorga a las microesferas degradabilidad inducida por redox y caracteristicas

de liberacion del farmaco.
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Fig. 5. Esquema de la sintesis de las microesferas.

En 2013 C. Ansari et al.2 disefiaron y caracterizaron un novedoso y
multifuncional sistema de nanoparticulas “terandsticas” (terapéuticas +
diagnosticas) (TNPs) descritas para una activacion enzima-sustrato en el lugar
del tumor in vivo (Fig.6), comprobable a través de imagen por resonancia
magnética del farmaco liberado. Estas TNPs, consisten en un nucleo de hierro
superparamagnético y un recubrimiento de carboximetildextrano

En este estudio se utilizé ITC3104, que contiene una secuencia de
péptidos con fluoresceina: FITC-BAla-Cys-Arg-Ser-CitGly-HPhe-Tyr-Leu-Tyr
gue son reconocidos por MMP-14, un enzima que se encuentra en el lugar del
tumor y que escinde especificamente entre glicina y homofenilalanina (HPhe).
Por lo que en caso de ocurrir la reaccion en el entorno tumoral, podria ser

detectado por resonancia magnética por imagen.

. b
MMP-14 4 +
) B

active drug

Fig. 6. Representacion esquematica de las nanoparticulas teranosticas activadas por MMP-14
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La figura 7 resume los diversos estimulos descritos en la literatura y
los parametros que controlan la liberacion. El area de los diferentes sectores es
proporcional al grado de aplicacion de los diferentes estimulos. La variacion del
pH, en verde, es indudablemente el estimulo més frecuente a la hora de controlar
la liberacion, debido a que se puede utilizar asociado con gran parte de los
materiales descritos y a que su implementacién es generalmente simple. La
liberacion controlada por luz (color azul claro) también se utiliza ampliamente,
especialmente con luz UV, pero aun supone un desafio importante desarrollar
nuevos carriers capaces de trabajar bajo la irradiacion con diferentes longitudes
de onda, con el fin de conseguir un mayor nimero de aplicaciones. Se precisa
mas investigacion en este sentido para conseguir en terapia contra el cancer el
grado de desarrollo que ya existe con otras longitudes de onda en otros campos
(la luz roja o laser en campo médico, la luz visible en agricultura...). Asimismo,
existen otros sistemas de liberacién controlada por estimulos menos utilizados,
como el potencial redox o estimulos térmicos, pero con beneficios especificos
gue hay que seguir estudiando.

Presence of a
photo-responsive

molecule in the
carrier

Photo-controlled release

Solubility of the
active molecule

Stability .
of the
camer

Fig. 7. Esquema de las diferentes formas de liberacion controlada y porcentaje de estudio.
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RESULTADOS
En esta seccion pasaremos a hablar de los resultados obtenidos en
algunos de los estudios comentados en la seccion anterior.
5. Liberacion de farmacos en funcién del pH del medio

En cuanto a los nanotubos de silice, éstos fueron cargados positiva y
negativamente con DOX y FLU respectivamente.

La figura 8 muestra la liberacion de moléculas de DOX de PAH/ PSS-
MSNT en disoluciones de diferentes valores de pH durante un periodo de 48 h.
Se observa que la liberacion de DOX aumento al disminuir el pH de 8,0 a 1,2: el
sistema de administracion exhibid solo un 17% de liberacion de DOX a pH 8,0
durante 48 h, pero superior al 95% a pH 1,2 en 16 h. Estos datos sobre la
liberacion de DOX en los PAH/PSS-MSNT pueden explicarse basicamente de la
siguiente forma: el recubrimiento multicapa en MSNT esta formado por un
polielectrolito fuerte (PSS, pKa 2,0) con un grado de ionizacion independiente de
las condiciones ambientales, y un polielectrolito débil (PAH, pKa 9,0), cuyo grado
de ionizacion depende del pH. Cuando éste es neutro, los grupos laterales
positivos y negativos (NHz" y SOz’) de los polielectrolitos se compensan. Al
disminuir el pH, los grupos amino de PAH se ionizan gradualmente y, al mismo
tiempo, los contraiones se ven atraidos a la multicapa para compensar el exceso
de carga neta de PAH, lo que conduce a un aumento de la presion osmatica.
Posteriormente, las moléculas de agua difunden en la multicapa desde la
disolucion, impulsada por esta diferencia de presion osmdtica.
Como resultado, la multicapa comienza gradualmente a hincharse y desarrolla
una arquitectura porosa o defectos locales que facilitan la permeabilidad de las
moléculas de farmaco. Adicionalmente, el aumento de la repulsion electrostatica
entre las moléculas del farmaco y las particulas de PAH/PSS-MSNT podria ser
otro factor importante en la liberacién acelerada de DOX con un pH decreciente.
Por lo tanto, los MSNT recubiertas de PAH/PSS podrian considerarse aplicables
en la liberacién de moléculas de farmaco con control de pH.
En contraste con la liberacion de DOX, la liberacion de FLU de los ALG/CHI-NH.-
MSNT disminuy6é al disminuir pH de 8,0 a 4,0 (Fig. 9). Este sistema de

administracién mostré una liberacion de casi el 84% de FLU a pH 8,0 durante
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6,5 h, pero inferior al 38% a pH 4,0. Una posible explicacién de las diferencias
en la liberacibn de DOX y FLU podria ser la presencia de diferentes grupos
funcionales entre PAH/PSS y ALG/CHI, y los diferentes signos de las cargas en
las moléculas de DOX y FLU. Los valores de pKa de las unidades de é&cido
manuronico y &acido glucurénico de la cadena ALG son 34 y 3,7,
respectivamente, mientras que el pKa del chitosan es 6,3.22 Por tanto, a pH 8,0,
los grupos amino de CHI se encuentran mayoritariamente no ionizados, mientras
gue los grupos carboxilicos de ALG estan principalmente en la forma COO". En
este caso, los contraiones (K*, Na*, etc.) difundirian en el recubrimiento
multicapa para compensar el exceso de carga neta de ALG, que daria lugar a
una hinchazén osmotica de la multicapa y una arquitectura porosa. Esta
arquitectura, junto con repulsion electrostatica entre grupos COO" de las
moléculas FLU y las capas ALG, facilitaria la liberacién de FLU en los ALG/CHI-
NH2-MSNT a pH 8,0. Con una disminucion gradual del pH de 8,0 a 4,0 los grupos
amino en CHI se ionizarian progresivamente a NHs*. Asi, la menor presencia
tanto de COO" como el aumento de NHz" podria mejorar cada vez mas la
estabilidad en la multicapa ALG/CHI, lo que inevitablemente conduciria a una
permeabilidad deficiente. Comparando la figura 8 con la figura 9, se puede ver
gue la liberacion de FLU alcanza el equilibrio mas rapidamente que la de DOX.
La razdn probable es que los polisacaridos ALG y CHI tienen una afinidad mas
fuerte por el agua que los PAH/PSS y sus matrices estan altamente hidrolizadas,
por lo que los farmacos hidrofilicos de bajo peso molecular podrian difundirse

mas facilmente.
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Fig 8. Porcentaje de liberacién de DOX de los PAH/PSS-MNSTSs en diferentes medidas de pH.
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Para comprobar adicionalmente la sensibilidad al pH de los nanotubos
(Fig. 10) se ensayo la citotoxicidad de DOX cargada contra células HT-1080 y
MCF-7 en cultivo a pH 7,4 y 6,8. Al analizar la Fig. 10A se observa una mayor
citotoxicidad contra las células HT-1080 a pH 6,8 frente al fisiologico, 7,4, en las
concentraciones de DOX 50, 100 y 500 ng-ml* (p<0,05).

Por el contrario, la citotoxicidad del DOX libre frente a las células HT-
1080 no mostro diferencias significativas entre el cultivo a pH 7,4 y pH 6,8 para
las mismas concentraciones de DOX (p>0,05). Esto se debe probablemente a la
mayor liberaciéon de DOX de las PAH/PSS-MSNT a un pH de 6,8 que a un pH de
7,4, como se muestra en la Fig. 9. También se pueden encontrar resultados
similares en la citotoxicidad dependiente de pH de los nanotubos cargados con
DOX contra las células MCF-7 en la figura 10 B. Ademas, los compuestos en
blanco sin DOX no mostraron citotoxicidad contra células HT-1080 y MCF-7 en
medios de cultivo de pH 7,4 y 6,8. Todas estas observaciones proporcionan una

evidencia adicional de que estos nanotubos fabricados son sensibles al pH.
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Fig. 10. Citotoxicidad de los nanotubos PAH/PSS cargados con DOX contra las células (A) HT-1080 y (B)
MCF-7 en cultivo.

En el estudio de Y.-T. Chiang y C.-L. Lo se realizaron ensayos in vitro
e in vivo. En estos ensayos se estudiaron y compararon los efectos citotoxicos
del DOX libre, los liposomas con polimeros incorporados cargados con DOX, y
liposomas con polimeros y moléculas diana para la matriz extracelular tumoral
(ECM) cargados con DOX. Este ensayo in vitro fue realizado en medio McCoy a
pH 7,4y 6,5. En lafigura 11 podemos observar que a pH 7,4 y 37°C, la viabilidad
de las células tratadas con los liposomas cargados con una concentracion fija de
DOX con diana y sin diana no mostro diferencias significativas. Sin embargo, a
un pH de 6,5y 37°C, los liposomas con diana tuvieron una mayor citotoxicidad
gue los liposomas sin diana, lo que demuestra que un pH bajo alrededor del
tumor puede mejorar la orientacion y la citotoxicidad. Ademas, las células
HCT116 también se incubaron a pH 6,5 y 4°C para permitir la interaccién de la
membrana celular y la biotina. Después de 2 h de incubacion, las células HCT116
se calentaron a 37°C para la internalizacion celular. Los resultados analiticos
muestran que los liposomas dirigidos tenian mayor citotoxicidad que los
liposomas sin diana. La prueba se realiz6 para que la biotina compitiera con el

receptor de biotina en la superficie de las células HCT116.
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Fig. 11. Citotoxicidad de DOX libre, PILS cargados con DOX y Liposomas cargados con DOXcon diana
(ECMLs).

En el ensayo in vivo, los liposomas se marcaron con Cy5.5 y se
administraron a ratones portadores de tumores HCT116, por inyeccion
intravenosa a través de la cola para evaluar directamente la capacidad de
respuesta al pH en animales. Todos los ratones se sacrificaron 24 h después de
la inyeccidbn y sus oOrganos principales se recogieron para observar las
intensidades fluorescentes de los liposomas mediante el sistema IVIS. Los
resultados muestran que una gran cantidad de liposomas dirigidos a ECM

cargados con DOX se acumularon en el tumor (Fig. 12).
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Fig. 12. Estudio de acumulacion en tejidos en ratones a las 24 h post-inyeccion de liposomas con polimero
incorporado (PILs) unidos a Cy5.5 y cargados con DOX.

Para evaluar la eficacia terapéutica de los liposomas, los ratones que
portaban células de cancer de colon HCT116 se trataron con DOX libre,
liposomas cargados sin diana y liposomas cargados con diana. A los ratones se

les inyectd un total de 20 mg/kg de doxorrubicina en concentraciones ajustadas
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en los dias 0 y 7. La Fig. 13 muestra la inhibicion tumoral y la citotoxicidad en
ratones tratados con farmacos y carriers con farmacos después de 27 dias. Los
tumores en el grupo control crecieron con el tiempo. En comparacién con los
ratones de control, los que fueron tratados con DOX libre, liposomas sin diana y
los liposomas dirigidos cargados con DOX inhibieron el crecimiento del tumor.
En particular, los liposomas dirigidos a la ECM descargados mostraron la mejor
eficacia de la terapia contra el cancer. Por lo tanto, el sistema de liposomas
dirigido a la ECM mejoro la orientacion, tuvo un excelente efecto terapéutico y

redujo la incidencia de los efectos secundarios.
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Fig. 13. Inhibicién del crecimiento tumoral in vivo.

Para evaluar mas a fondo las relaciones entre el efecto dirigido y la

acumulacion, se observaron secciones de tejido especificas (Anexo 2).

6. Liberacion de farmacos en funciéon de la temperatura
En el estudio de F. Liu et al. se realizé un ensayo in vitro para evaluar
las propiedades terapéuticas de las vesiculas PVCL1o-PDMSes-PVCL 10 cargadas
con DOX. En primer lugar, se incubaron células de adenocarcinoma A549
alveolar humano con vesiculas sin DOX y cargadas con dicho farmaco, con

diferentes concentraciones y tiempos de incubacion (24, 48y 72 h),apH 7,4y
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37°C. La solucion sin DOX (PBS, pH 7,4, 37°C) con la concentracidon
correspondiente a las alicuotas de vesiculas se us6 como control positivo para
la citotoxicidad celular, mientras que las células no tratadas se usaron como
control negativo. La viabilidad de las células incubadas con las vesiculas
PVCL10-PDMSes-PVCL1o sin DOX no disminuy6 con el tiempo, manteniéndose
por encima del 90% incluso después de 72 horas de incubacién (Fig. 14). Ello
indica que sin DOX las vesiculas no fueron toxicas para las células cancerosas.
Por el contrario, cuando los polimerosomas PVCL1o-PDMSes-PVCL1o cargados
con DOX se incubaron con las células, la viabilidad celular disminuy6
gradualmente a lo largo de la incubacién (Fig. 14b, c): después de 24 y 48 h de
incubacion, la viabilidad celular disminuyé de 85 + 1% a 59 + 5% para las
vesiculas que contenian 0,1 ug mL* de DOX, y de 71 + 1% a 50 + 2% para las
gue contenian 0,5 uyg mL*%, lo que demuestra que a mayor concentracion de
DOX, la viabilidad disminuye (Fig. 14b, c). Sin embargo, tras 48 h de exposicion,
la viabilidad celular se mantuvo estable, lo que implica una saturacion en la
liberacion de DOX para ambas concentraciones. A diferencia de los
polimerosomas cargados con bajas concentraciones de DOX, las muestras que
contenian 1y 5 ug mli~t de DOX continuaron eliminando células durante todo el
periodo de incubacion de 72 h, con una citotoxicidad celular superior a 75y 97%,

respectivamente. Asimismo, se observa que una liberacion intracelular sostenida
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de DOX desde las vesiculas cargadas es mas eficiente que DOX libre a la hora

de destruir células cancerosas.
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Fig. 14. Viabilidad del % de células A549 después de la incubacidn con diferentes concentraciones y a diferentes

tiempos de incubacién. (*p < 0,008, **p < 0,02, ***p < 0,002, ****p <0,0001).
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7. Liberacion de farmacos en funcidon del potencial redox

En el estudio de C. Shi et al. se realizaron varios ensayos in vitro e in
vivo para determinar la liberacion, el efecto citotdxico, el consumo de farmaco
por parte de las células cancerigenas, y la biodistribucién y acumulacién por los
tejidos.

Inicialmente se realizé un ensayo para comprobar la citotoxicidad de
las micelas en forma de estrella sin DOX frente a las células Hela
correspondientes a adenocarcinoma de cérvix. Dichas células se cultivaron
durante 24 h con las micelas, comprobandose que podrian ser un vehiculo
exitoso que no produjera citotoxicidad. A continuacién se comprobo la liberacion
del farmaco in vitro con el fin de confirmar si las micelas cargadas con el farmaco
presentaban un perfil de liberacion positivo. La Fig. 15 muestra la liberacion de
DOX de las micelas DOX @ star-PECLss-AF en ABS (pH 5,0) y PBS (pH 7,4)
con diferentes concentraciones de GSH. En ausencia de GSH, solo alrededor
del 10% del DOX se liberaba a pH 7,4 en 72 h. Se obtuvo un resultado similar en

el medio con GSH 10 mM a pH 7,4, analogo al entorno fisico-quimico del torrente

sanguineo.
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Fig. 15. Liberacion in vitro de las micelas star-PECLss-AF(A), star-PECL (B) y star-PECLss con
concentraciones de 0,10 uM, 10 mM de GSH en PBS (pH 7,4) and ABS (pH 5,0) a 37°C.
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Se demostr6 que las micelas cargadas de DOX son altamente
estables en la sangre, probablemente debido a las interacciones hidréfobas entre
el nucleo de PCL y las moléculas de DOX. Al disminuir el pH hasta 5,0, la
cantidad de DOX liberada aument6 sin GSH, lo cual significa que el DOX difunde
desde las micelas poliméricas con mayor facilidad a un valor bajo de pH debido
al aumento de la solubilidad del DOX. Del andlisis de las curvas, sin embargo,
se deduce que el factor dominante que desencadena la liberacion del farmaco
es fundamentalmente la concentracién de GSH. A pH 5,0, con una concentracion
10 mM de GSH, la cantidad liberada de DOX de las micelas con acido félico y
enlace disulfuro aumenté drasticamente, alcanzando el 85,9% en las primeras
24 h, lo que demuestra que el DOX cargado en micelas podria liberarse
rapidamente en la matriz acida extracelular. Ademas, en el medio con GSH 10
mM a pH 7,4, la cantidad de liberacion del farmaco fue de 67,2% en 72 h,
acelerada en comparacion con aquellos sin 10 mM GSH. La Fig. 15B muestra el
comportamiento de liberacién de farmaco de las micelas DOX @ star-PECL sin
enlaces disulfuro ni acido félico (AF). Al no contener enlaces disulfuro, la
concentracion de GSH no tuvo efecto sobre la liberacion de la DOX. A patrtir del
perfil de liberacion de las micelas DOX @ star-PECLss con enlaces disulfuro
pero sin AF (Fig. 15C), podemos observar que el comportamiento es similar con
la figura 15A. Estos resultados indican que la rotura de enlaces disulfuro se

produce mediante la activacion por GSH.

La captacion celular de las diferentes formulaciones de DOX se
analiz6 mediante microscopia de barrido laser confocal (CLSM). Las células
HelLa se incubaron con micelas libres sin DOX o con DOX durante 3 h. Como se
muestra en la Fig. 16, las células HelLa tratadas con micelas conjugadas con
DOX y AF o las tratadas con DOX libre exhiben una captacion celular
significativamente mayor que las otras dos micelas sin conjugar. Sin embargo,
estos resultados provienen de diferentes mecanismos internalizadores. Mientras
la DOX libre entr6 en las células a través de la difusion pasiva y difundié hasta el

nulcleo, la intensa fluorescencia observada en las células incubadas con micelas
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DOX @ starPECLss-AF indica que la captacion celular mejora a través de un
mecanismo de endocitosis mediada por el receptor de &cido félico. El color
superpuesto en la imagen fusionada sugiere que el DOX liberado de las micelas
DOX @ star-PECLss-AF se distribuyd en los ndcleos, mientras las micelas no
dirigidas mostraron una menor captacién celular sin el efecto de los ligandos de
AF. Ademas, las micelas DOX @ star-PECL no mostraron el fenémeno de
internalizacién por endocitosis porque las particulas eran demasiado grandes
como para entrar en los poros del nucleo.
free DOX DOX@star-PECL,.-FA DOX@star-PECL,, DOX@star-PECL

Fig. 16. Microscopia por imagen confocal.

Para verificar mas a fondo la capacidad de respuesta activa y redox,
se llevd a cabo la administracion de farmacos in vivo utilizando estas micelas.
Los ratones con tumor 4T1 recibieron diferentes inyecciones de micelas a través
de la vena de la cola, y se monitorizd la fluorescencia de DOX a diferentes
intervalos de tiempo. Como se muestra en la Fig. 17, las micelas conjugadas con
AF presentaron la mejor acumulacién de DOX en el tumor a lo largo de todo el
periodo de tiempo examinado. En comparacion con el grupo DOX @ star-PECL,
gue no tenia ni selectividad ni grupos reducibles, las micelas de DOX @ star-
PECLss mostraron una fluorescencia de DOX mas obvia en el tumor. Para
estudiar mas a fondo la biodistribucién in vivo, se extirparon los érganos
viscerales principales (higado, corazén, bazo, pulmén, rifibn) y los tumores

después de la inyeccién de 24 h.
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high

low

Fig. 17. Imagenes con fluorescencia in vivo tras 1 h, 6 h, 24 h de la inyeccion. El higado, el corazon, el bazo, el
pulman, el rifién y el tumor fueron abreviados como Li, H, S, Lu, Ky T.

En las imagenes anteriores, se observa que las micelas conjugadas
con AF presentaron una intensa fluorescencia de DOX en el tumor. Por el
contrario, la poca cantidad de DOX acumulada en los tejidos normales
demuestra que esta formulacion micelar exhibe una orientacion eficiente y unos
efectos secundarios limitados. Estos hallazgos parecen confirmar la capacidad
de direccionamiento de las micelas conjugadas con AF, tanto in vitro como in

Vivo.

El efecto terapéutico in vivo de las micelas cargadas con el farmaco
se estudié monitorizando el efecto antitumoral y la toxicidad sistémica de
diferentes formulaciones inyectadas a ratones Balb / c. Las figuras 18A y B
muestran que las micelas DOX @ star-PECLss-FA poseen el mayor efecto
antitumoral entre todos los grupos, como se deduce del menor volumen de tumor
tras la terapia. Los volumenes de los tumores tratados con micelas DOX @ star-
PECLss fueron unicamente 0,22 veces mas pequefios que los tratados con
micelas DOX @ star-PECL lo que sugiere que las micelas reductoras

presentaron una mejor eficacia de inhibicién. Ello podria atribuirse a la liberacién
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mas répida del farmaco debida a la reduccion de los enlaces disulfuro. Mientras
todos los grupos tratados con micelas con DOX muestran un cierto aumento en
el peso corporal, (Fig. 18C), el grupo tratado con DOX libre sufri6 una
disminucion debido obviamente a los graves efectos secundarios. Combinado
con el resultado de la tasa de supervivencia (Fig. 18D), se llega a la conclusion
de que mientras DOX libre tiene graves efectos secundarios durante el
tratamiento, las micelas dirigidas y redox sensibles poseen un efecto antitumoral
evidente con menores efectos adversos, lo que indica un mejor perfil de

seguridad.
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Fig. 18. Efecto antitumoral y toxicidad de los ratones tratados con DOX libre y micelas cargadas con DOX.
Cambios en el volumen del tumor (A), extraccion de tumores sdlidos de diferentes grupos tratados durante 21
dias (B), cambios en el peso corporal (C) y tasa de supervivencia.
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8. Liberacion de farmacos a través de multiples estimulos

En este estudio, R. Li et al. realizaron un ensayo in vitro para evaluar
las microesferas de P(MAA-co-BAC)/P(NIPAAmM-co-GMA-co-BAC)-FA como
carrier potencial para el tratamiento de los tumores. La eficiencia de las
microesferas cargadas con el farmaco se determiné incubandolas durante 0,5 h
con células MCF-7 de cancer de pecho en presencia de AF-microesferas
cargadas con DOX, microesferas cargadas con DOX, y DOX libre en
concentracion 20 ug mL™. En las imagenes de microscopia confocal se observa
una fuerte fluorescencia dentro de las células MCF-7 tratadas con AF-
microesferas con DOX, lo que indica una rapida internalizacion de las mismas y
liberacion del farmaco tras la incubacion. En comparacion, la intensidad de la
fluorescencia del componente DOX en las células incubadas con las
microesferas sin AF fue mucho mas débil.

En el ensayo de citotoxicidad se buscO un polimero 6ptimo para
transportar los medicamentos, que combinase una alta eficiencia de carga de
medicamentos con una baja citotoxicidad.

En ensayos previos las microesferas sin medicamento no mostraron
la toxicidad obvia incluso a una concentracién de 2000 ug mL* (Fig 19A). Los
resultados del ensayo de citotoxicidad (Fig. 19B) muestran que la citotoxicidad
de las microesferas cargadas con DOX era muy similar a la de DOX libre a bajas
concentraciones. Aunque la DOX libre mostré una toxicidad un poco mas alta
gue las AF-microesferas a una concentracion de DOX inferior a 1 yg mL?, lo que
pudo ser debido a una liberacién parcial de DOX. A concentraciones de DOX de
10 yg mL* las microesferas cargadas con DOX eliminaron casi el 95% de las
células MCF-7. Estos datos indicaron que las microesferas fueron absorbidas
facil y eficientemente por las células MCF-7 y se liber6 la DOX en un
microambiente intracelular &cido y reducido. La ventaja de las microesferas
cargadas con DOX es que pueden comportar una baja citotoxicidad para las
células normales debido a la menor pérdida de DOX durante la administracién,

y asi las microesferas pueden ingresar en las células cancerosas y liberar su
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carga util de DOX mediante la reduccion de GSH y los mecanismos de pH, con

la consiguiente mejora de la eficiencia terapéutica.
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Fig. 19. Viabilidad celular relativa después del tratamiento con (A) microesferas de P(MAA-
coBAC)/P(NIPAAM-co-GMA-co-BAC)-AF sin farmaco y (B) con microesferas con DOX y DOX libre.
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CONCLUSIONES

En los Ultimos afios se ha descubierto informacion sobre las
caracteristicas del entorno de los tumores, que ha ayudado a abrir nuevas vias
de tratamiento. Sin embargo, para poder llevar estos complicados tratamientos
a la préctica clinica primero deben superarse aspectos como la complejidad en
el diseiio y el perfil de seguridad. El primero se traduce en la dificultad para
trasladar los tratamientos a la produccion industrial y que haya una relacion
positiva coste/beneficio; y el segundo es consecuencia de la falta de datos para
validar que estos tratamientos puedan probarse en pacientes debido a la
ausencia de mecanismos de degradacion o biocompatibilidad insuficiente. Una
de las vias que mas investigacion esta suscitando es la utilizacion de nanoterapia
basada en combinaciones de nanoparticulas y farmacos, en las que las primeras
se encargan de transportar a los segundos hasta los tumores, y una vez alli, los
liberan de forma controlada, ayudando a minimizar los efectos secundarios. En
resumen, estas formulaciones pueden proporcionar numerosos beneficios
potenciales a los pacientes con cancer, en base a nuevas ideas para la

prevencion, el diagnéstico, y el tratamiento de esta enfermedad.
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Anexo

Estimulo Tipo Material Modificaciones Encapsulacion Condiciones
pH Gel de Silice | Nanotubos de Silice Polielectrolito Carrier en contacto con HCI 25°C/10h /oscuridad/ pH=
2
Biomoléculas Liposomas Lipidos Carrier en contacto con PBS 25°C/ pH=7,4
nanoestructurados
Temperatura Polimeros Polivinil Polimerosomas Carrier en contacto con agua 25°C/24h/
caprolactam
Redox Polimeros PCL-PEG Acido Folico Carrier en contacto con agua 25°C/5h
ROS Nanoparticulas PLGA Catalasa (W/O/W) doble-emulsion 25°C/24h
Multi- Microesferas P(MAA-co- Acido Folico Carrier en contacto con 37°C/ 3h/oscuridad
estimulo BAC)/P(NIPAAmM- acetonitrilo
co-GMA-co-BAC)
Enzimas Nanoparticulas Oxido de hierro CLIO 25°2’5 h

Anexo 1. Ejemplos de materiales y formulaciones utilizados para la liberacidn retardada.

36




Dox-loaded polymer- Free Dox
incorporated liposomes
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Anexo 2. Imagenes confocales del tumor, higado y bazo a los dias 1, 3 y 7 post inyeccidn con DOX libre y liposomas
con diana cargados con DOX para observar la érgano-distribucion tiempo-dependiente.
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Dox-loaded ECM-targeting liposomes
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Anexo 2.
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