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Resumen
El glioblastoma es un tipo de glioma de baja incidencia, pero de alta tasa de mortalidad

debido a su malignidad. Los tratamientos actuales para el glioblastoma se centran en la cirugia
seguida por quimioterapia; sin embargo, la administracion sistémica de antineoplasicos dafia
tejidos y células sanas del resto del cuerpo, por lo que se investiga su aplicacion local y su
liberacion controlada. Su encapsulacion en nanofibras poliméricas puede permitir una
liberacion controlada y aumentar su biodisponibilidad. En este trabajo se sintetizaron
nanofibras de poli(metil vinil éter-alt-4cido maleico) (PMVEMA) como sistema de liberacién de
temozolomida (TMZ), carmustina (BCNU) y doxorrubicina (DOX). Su caracterizacion
morfoldgica por microscopia electrénica (FESEM) mostré un diametro variable entre los 300 y
400 nm al incorporar cada farmaco a una concentracion 1:20 (% p/p) respecto al polimero.
Ademas, se confirmé la encapsulacion de TMZ y DOX en las nanofibras a través de
espectroscopia de infrarrojo y microscopia confocal, respectivamente. Finalmente, se
comprobd su efecto antineoplasico con el ensayo de viabilidad celular MTT en lineas celulares
de glioblastoma, mostrando disminucién en la viabilidad celular dependiente de la dosis a

concentraciones crecientes del farmaco.

Palabras clave: PMVEMA-Ac; nanofibras poliméricas; antineoplasicos; electrohilatura;
glioblastoma.

Abstract
Glioblastoma is a type of glioma with low incidence but high mortality rate due to its

malignancy. Current treatments for glioblastoma focus on surgery followed by chemotherapy;
however, systemic administration of antineoplastics damages healthy tissues and cells in the
rest of the body, so their local application and controlled release is being investigated. Their
encapsulation in polymeric nanofibers may allow their controlled release and increase their
bioavailability. In this work, poly(methyl vinyl ether-alt-maleic acid) (PMVEMA) nanofibers were
synthesized as a delivery system for temozolomide (TMZ), carmustine (BCNU) and
doxorubicin (DOX). Their morphological characterization by electron microscopy (FESEM)
showed a variable diameter between 300 and 400 nm when incorporating each drug at a 1:20
concentration (% w/w) with respect to the polymer. In addition, the encapsulation of TMZ and
DOX in the nanofibers was confirmed by infrared spectroscopy and confocal microscopy,
respectively. Finally, their antineoplastic effect was assessed with the MTT cell proliferation
assay in glioblastoma cell lines, showing a dose-dependent decrease in cell viability at

increasing concentrations of the drug.

Keywords: PMVEMA-Ac; polymeric nanofibers; antineoplastics; electrospinning;

glioblastoma.
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Introduccion y antecedentes

Glioblastoma

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial, para el 2023 se estiman 20
millones de casos nuevos y 10 millones de muertes. Se prevé que a lo largo de las siguientes
2 décadas su incidencia aumente un 60 %. Esta patologia se caracteriza por una proliferacion
celular descontrolada que lentamente puede ir desplazando y afectando a las células

cercanas, degenerando los tejidos y causando una mal funcién sistémica (1).

Los tumores pueden clasificarse segun el tipo celular afectado: 1) aquellos originados
por células epiteliales denominados carcinoma, son los que presentan una mayor incidencia
(80-90 %); 2) los derivados de tejido conectivo denominados sarcomas; 3) los que provienen
de células de la linea linfoide y mieloide denominados linfomas y leucemias, respectivamente,
y 4) los que provienen de células del sistema nervioso, también denominados

neuroectodérmicos (2).

En Europa, los tipos de cancer neuroectodérmicos presentan una incidencia de
alrededor de 600 000 personas por afio, con una tasa de mortalidad del 80 %
aproximadamente (Figura 1). Dentro de estos, los tumores mas comunes son los gliomas que
presentan una alta tasa de mortalidad, como consecuencia en parte de un diagnostico en
etapas avanzadas de la patologia, presentando ademas una localizacion que dificulta su
tratamiento. Dependiendo del tipo de célula que origine el glioma podemos encontrar, los

oligodendrogliomas, los ependimomas y los astrocitomas, entre otros (3).

Figura 1. Tasas estimadas de incidencia y mortalidad estandarizadas por edad en 2020 de
cancer en cerebro y sistema nervioso central, ambos sexos, todas las edades (4).



El glioblastoma o glioblastoma multiforme (GBM) es un tipo de astrocitoma heterogéneo
difuso, de grado IV presente en adultos, que se caracteriza por su invasividad a areas
periféricas sanas y por su alta tasa proliferativa. Segun la clasificacion de tumores del SNC,
el glioblastoma y sus subtipos se agrupan en funcion de la presencia del gen silvestre que
codifica para la enzima isocitrato deshidrogenasa (IDH). Asi mismo, presentan alteraciones
en el promotor de la telomerasa transcriptasa inversa (TERT), cambios en los cromosomas 7

y 10, y alteraciones en el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) (3,5).

A nivel mundial, el glioblastoma tiene una alta tasa de mortalidad comparado con su baja
incidencia; el 62,8 % de pacientes no superan el primer afio y solo el 5 % sobrepasa los 5
afios (6). El diagnéstico preliminar se apoya en sintomas tales como trastornos cognitivos,
convulsiones, afasia o dolores de cabeza, sintomas que son multicausales, por lo que el
diagnéstico preciso y prequirtrgico se realiza a través de la imagen de resonancia magnética
(MRI) y de variantes de esta técnica como T2, 3D T1, asi como espectroscopia MRI. Estas
técnicas se enfocan en el reconocimiento de masas y en marcadores especificos de células
con anormalidades metabdlicas relacionadas con tumores, asi se puede observar el area de

infiltracién del tumor a la periferia, mas alla del tumor sélido (7,8).

Tratamientos para el glioblastoma

En la actualidad, el tratamiento inicial para el glioblastoma es la cirugia a través de
laparoscopia, que consiste en la remocién total o parcial del tumor, seguido de quimioterapia
y/o radioterapia. El tratamiento mas adecuado se selecciona en funcién del andlisis de

marcadores especificos de las células tumorales (8,9).

De manera general, los farmacos mas utilizados en la quimioterapia de GBM son la
temozolomida (TMZ) y la carmustina (BCNU), los cuales inducen dafio al ADN alquilando a
las guaninas, interfiriendo en su replicacién y en la divisién celular. La O®-metilguanina ADN
metiltransferasa (MGMT) participa en la supresion de estas alquilaciones y es una de las

principales causas de quimio-resistencia en tumores (Figura 2) (10-12).
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Figura 2. TMZ y BCNU alquilan la base Guanina, dafiando al ADN y activando a MGMT que
se alquila a si misma para reparar el dafio y restaurar la cadena de ADN. Adaptado de
Martinez, Ramon, 2012 (10).

La TMZ es una prodroga que se administra por via oral o sistémica a una concentracion
de 75 mg/m? por dia, limitada por su hepatotoxicidad, durante 42 dias, con un periodo de vida
medio de 2 h en sangre. Una vez en el torrente sanguineo, la prodroga, sensible a pH neutro
y alcalino, se hidrolizada y forma el compuesto 5-(3-metiltriazen-1-il) imidazol-4-carboxamida
(MTIC), que se degrada a 5-aminoimidazol-4-carboxamida (AIC) y al ion metildiazonio siendo
este el compuesto alquilante (Figura 3) (12,13).
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Figura 3. Hidrdlisis del profarmaco TMZ a los agentes alquilantes AIC y el ion metildiazonio.
Adaptado de Lopes y col., 2013 (13).

Por otro lado, BCNU o (1,3-bis (2-cloroetil)-1-nitrosourea es un farmaco de la familia de
las nitrosoureas también llamadas mostazas nitrogenadas (Figura 4), que se administra de

manera sistémica o local. La concentracion de la administracién sistémica de BCNU es de



200 mg/m? cada 6 semanas con una vida media en sangre de 15 a 30 min. Dicha dosis esta
sujeta a los efectos téxicos en la medula 6sea y en pulmén que pueden desarrollar los

pacientes (14).

Cl

Figura 4. Estructura quimica de BCNU.

En 1996 se implementd la administracion local de BCNU con el uso de las obleas de
carmustina Gliadel, formadas por una matriz copolimérica de 1,3-bis-(p-carboxifenoxi)
propano y acido sebacico, cargadas con 7,7 mg de BCNU, pudiendo poner hasta 8 obleas
postcirugia (61,6 mg), con un tiempo de degradacion de 3 semanas. Su aplicacion local
disminuye significativamente la exposicion de tejido sano al farmaco y sus efectos secundarios
a largo plazo (14,15).

Entre los farmacos de relevancia clinica para el tratamiento de diversos tipos de tumores
(cancer gastrico, de mama, pancreatico, colorrectal, entre muchos otros), se encuentra la
doxorrubicina (DOX) (Figura 5). Este es un antibiético de la familia de las antraciclinas cuyo
principal efecto se da a nivel de la topoisomerasa I, inhibiendo el proceso de transcripciéon y
replicacién, promoviendo ademas la liberacién de especies reactivas de oxigeno que inducen
dafio celular. Un aspecto importante que destacar es su propiedad fluorescente con una
longitud de onda de excitacion a 475 nm y una de emision a 590 nm lo que facilita su

monitorizacion durante la investigacion (16—18).

Figura 5. Estructura quimica de doxorrubicina, DOX.



Actualmente la doxorrubicina se administra por via sistémica a una concentracién de 60-
75 mg/m? cada tres semanas y tiene una vida media en sangre de 12 min. Aunque Su USO se
ve limitado por sus efectos secundarios como la cardiotoxicidad y por su poca permeabilidad
a través de la barrera hematoencefalica. Por ese motivo, se utiliza para el tratamiento de
neuroblastomas y se encuentra en investigacion por su potencial uso local para gliomas y
glioblastoma (19-21).

Nanoformulaciones como sistemas de liberacion de antineoplasicos

La via de administracion es determinante para mejorar el efecto terapéutico del farmaco
seleccionado para el tratamiento del GBM. Por otro lado, la implementacion de sistemas de
liberacion controlada, aumentan la biodisponibilidad y la velocidad de absorcién y disminuyen
sus efectos citotéxicos tanto sobre las células tumorales como en tejidos sanos. Actualmente,
la nanotecnologia es el punto focal de la investigacion para el desarrollo de nuevos sistemas
de liberacion de farmacos antineoplasicos. Esta area se centra en el disefio, sintesis y
caracterizacion de materiales y estructuras, controlando el tamafio y la forma a escala
nanométrica, que puede ir de 1nm hasta 1000 nm (22,23).

Existen una gran variedad de nanomateriales, por ejemplo, las nanoparticulas, los
dendrimeros, los liposomas, las micelas, los “quantum dots”, las nanofibras, etc. Estos
nanomateriales pueden ser formados por polimeros naturales o sintéticos, metales o
compuestos derivados del carbono. Se pueden clasificar en funcion de sus dimensiones,
distinguiendo tres tipos: 1) los materiales cero-dimensionales, que tienen todas sus
dimensiones en la escala nanométrica, como las nanoparticulas y los liposomas; 2) los
unidimensionales que presentan dos de sus dimensiones dentro la escala nhanométrica como
las nanofibras o los nanotubos y 3) los de dimensiones superiores, que incluyen a todos los
materiales nanoestructurados, que mantienen al menos una dimension nanométrica, como el
grafeno (23-25).

Estos nanomateriales poseen caracteristicas Unicas relacionadas con sus dimensiones,
ya que responden ante las leyes de la fisica cuantica y no de la fisica convencional. Debido a
esto, un mismo material puede tener diferentes propiedades quimicas, Opticas, mecénicas,
eléctricas, etc. seglin sea su escala de disefio. Una de las propiedades que se destaca es el
aumento del &rea superficial especifica, que incrementa el nUmero de atomos superficiales y
optimiza la interaccion con otras moléculas, aumentando asi la eficiencia de encapsulacion de

los farmacos (24).

La eleccion del tipo de nanomaterial y su composicion se basan en el farmaco a

encapsular, en la via de administracion y en el tipo de terapia a implementar, dando lugar a
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una amplia variedad de nanoformulaciones terapéuticas para el tratamiento de GBM. Las
nanoparticulas metélicas, magnéticas y los liposomas han sido explorados ampliamente, en
combinacion. Akilo y colaboradores (26) sintetizaron nanoparticulas de magnetita recubiertas
con un complejo de alcohol polivinilico/polietilenimina/isotiocianato de fluoresceina (FITC)
(Polyplex) cargadas con BCNU. Sus resultados mostraron que por si solas tienen mayor efecto
sobre la viabilidad celular gue BCNU libre, ademas, al aplicar un campo magnético aumentaba
la internalizacion de las nanoparticulas en un modelo celular de glioblastoma. Otros grupos
de investigacibn han usado FITC para realizar imagenologia de fluorescencia de
nanoparticulas in vivo, Wei y colaboradores (27) evaluaron la encapsulaciéon de BCNU en
nanoparticulas basadas en Albumina de Suero Bovino (BSA) junto con FITC, mostrando un
efecto dependiente de dosis a la concentracién de BCNU, en la linea celular MBR261-2 de

glioblastoma y observando por fluorescencia la internalizacion de las nanoparticulas.

Por otro lado, se ha reportado la encapsulacién de DOX en nanoparticulas de carbonato
de calcio y ferritina humana, para tratar cancer de mamay cancer de pulmon, respectivamente
(28,29). Sin embargo, destaca la investigacion de Ghaferi y colaboradores (30), quienes
encapsularon DOX vy carboplatino (CB) en liposomas con polietilenglicol (PEG) como
tratamiento de GBM en un modelo celular de glioma. Sus resultados demuestran que hay una
liberacién controlada y un aumento en el efecto antitumoral comparado con DOX/CB libres.
Asi mismo, el analisis histopatolégico en tejidos de ratas post tratamiento con las
nanoparticulas lisosomales, mostré una disminucién en la pérdida de peso, en la necrosis

tubular aguda y en la necrosis de células hepéticas.

De igual manera la encapsulacién de TMZ se ha evaluado en diversas nanoestructuras,
por ejemplo, Araujo-Abad y colaboradores (31) evaluaron el efecto de TMZ encapsulada en
pequefias vesiculas extracelulares, pertenecientes a células de GBM de pacientes,
demostrando que se requiere una menor cantidad de farmaco encapsulado, para lograr el

mismo efecto que en su estado libre.

Nanofibras poliméricas

Dentro de la sintesis y caracterizacion de nanoformulaciones como sistemas de
liberacion de farmacos como TMZ, BCNU y DOX, destacamos a las nanofibras por sus
aplicaciones tanto local como sistémica, en sinergia con otros nanomateriales. Las nanofibras,
en concreto, las nanofibras poliméricas, son biodegradables, biocompatibles, flexibles y
presentan una gran relacion superficial area/volumen. Ademas, pueden formar andamios que
se comportan como una matriz extracelular, con una porosidad relativa que permite el paso
de nutrientes, iones y dependiendo del material, pueden inducir la proliferacion y migracion

celular, lo cual las hace candidatos ideales para su aplicacion local en el cerebro (32,33).



La técnica mas utilizada para la sintesis de nanofibras poliméricas es la electrohilatura,
por su bajo coste, sencillez y alto rendimiento de produccion. Esta técnica consiste en la
aplicacion de un campo eléctrico que rompe las fuerzas de tensién superficial de una
disolucion polimérica, que es expulsada a un flujo constante desde un inyector, hasta un
colector donde las fibras se depositan haciendo que el solvente se evapore en el proceso.
Durante este proceso, parametros como el voltaje aplicado, la distancia entre el inyector y el
colector, la viscosidad de la disolucién, la humedad y la temperatura ambiental, entre otros,

pueden afectar la sintesis de las nanofibras (34,35).

En resumen, las nanofibras poliméricas son sencillas de sintetizar por la técnica de
electrohilatura y dependiendo de la forma de encapsulacion de farmacos, pueden responder
a diferentes estimulos para su liberacién, por ejemplo, a la temperatura, a los campos
eléctricos, al pH, etc. Ademas, su maleabilidad y portabilidad los convierte en excelentes
sistemas de liberacion de farmacos, tanto para su implantacién, como por administracion oral

o0 aplicacion tépica (Figura 6) (32).
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Figura 6. Esquema de la sintesis, caracterizacion y aplicacion de las nanofibras poliméricas.
Imagen recuperada de Singh y col., 2021 (32).

Se han desarrollado nanofibras electrohiladas con poli [(D, L)-lactico-co-glicélico] (PLGA), que
han sido cargadas con los agentes alquilantes TMZ y BCNU para el tratamiento de GBM. Su
implantacién intracraneal junto con un adyuvante, en ratas GBM, disminuy0 significativamente
el tamafio del tumor comparandolo con los resultados obtenidos con TMZ encapsulada por

via oral y con BCNU en Gliadel, observando un menor desarrollo de efectos secundarios



(36,37). Por otro lado, Liu y colaboradores (38) utilizaron las nanofibras electrohiladas de
PLGA para encapsular DOX junto con un inhibidor de Bcl-2 en cancer de préstata, observando
la eliminacion de células tumorales resistentes a quimioterapia desarrollando una terapia

sinérgica para tumores farmacorresistentes.

Es importante destacar el uso de polimeros sintéticos para la sintesis de nanofibras ya
gue son baratos y faciles de producir en grandes cantidades. Polimeros biocompatibles y
biodegradables como el poli(metil vinil éter-alt-4cido maleico) (PMVEMA) también llamado
PMVEMA-Anhidro (PMVEMA-AN) y sus derivados como el PMVEMA-Ester (PMVEMA-ES) y
el PMVEMA-Acido (PMVEMA-Ac) han sido caracterizados y estudiados ampliamente en
nuestro grupo de investigaciobn para la sintesis de nanofibras. Martinez-Ortega vy
colaboradores (33) encapsularon capsaicina, salicilato de metilo y &cido salicilico en
nanofibras electrohiladas de PMVEMA-Es como tratamiento de psoriasis, logrando activar el
canal receptor de potencial transitorio vanilloide 1 (TRPV1) asociado a las lesiones de esta
patologia. De igual manera, Mira y colaboradores (39) utilizaron PMVEMA-AnN para encapsular
L-mentol, manteniendo la estructura y la actividad del agente activo sin mostrar efectos
citotéxicos. Asi mismo, observaron la activacién de su receptor especifico el miembro 8 de la
subfamilia M del canal catidnico receptor de potencial transitorio (TRPM8) de membrana en
células embrionarias de rifion humano HEK293-hTRPMS8.

Por otro lado, se han encapsulado antibiéticos como la neomicina, la amikacina, la
ciprofloxacina y la cefotaxima en nanoparticulas y nanofibras electrohiladas de PMVEMA-Es
y Ac, manteniendo sus propiedades antimicrobianas (40). Mira y colaboradores (41) han
encapsulado polielectrolitos conjugados fluorescentes y acido 5- aminolevulinico (5-ALA), un
aminodcido utilizado en investigacién y en clinica para la terapia fotodinAmica como marcador
fluorescente en cirugias guiadas para extirpar tumores, como los GBM (7). Los resultados de
la investigacién mostraron que se mantuvieron las propiedades fluorescentes intactas de los
compuestos en las nanofibras. Asimismo, observaron la internalizacion del 5-ALA en células

SW480 de céncer colorrectal y en células HaCaT de queratinocitos.

Sin embargo, las nanofibras electrohiladas de PMVEMA como sistema de liberacion de
farmacos antineoplasicos aun no se han caracterizado y se espera que, las propiedades
acidas del polimero constituyan un buen candidato para la preservacion de farmacos sensibles
a pH altos, como la TMZ, DOX e incluso BCNU.



Objetivo

El objetivo general de este trabajo es: Sintetizar y caracterizar nanofibras poliméricas
de PMVEMA-Ac, como sistema de liberacion de los antineoplasicos Doxorrubicina,

Carmustinay Temozolomida en un modelo in vitro de glioblastoma.

Objetivos especificos

Para la consecucion de este objetivo general se abordaran los siguientes objetivos
especificos:

e Determinar las concentraciones de solubilidad de los antineoplasicos TMZ, DOX o
BCNU en una disolucién acuosa de PMVEMA-Ac a 20 %.

e Sintetizar y caracterizar (diametro, morfologia y composicién) nanofibras electrohiladas
de PMVEMA-Ac/Antineoplasico.

e Determinar los efectos sobre la viabilidad celular de las nanofibras de PMVEMA-

Ac/Antineoplasico en lineas celulares de cancer.



Procedimiento experimental

Preparacion de disoluciones para la sintesis de nanofibras

Para las disoluciones empleadas en la preparacion de nanofibras se utilizé el polimero
PMVEMA-Ac con una masa molecular promedio en peso (Mw) de 1 980 000 g/mol y un indice
de polidispersidad (PDI) de 2,07 (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE. UU.). La concentracién 6ptima
para su electrohilado fue determinada en estudios previos de nuestro grupo, siendo de 20 %
(p/p), en disolucién acuosa (41). La disolucion se dejo en agitacion constante y a temperatura
ambiente toda la noche.

Una vez homogénea, a la disolucién polimérica se le afiadi6 TMZ o DOX (TCI Europe
N.V., Amberes, Bélgica) a las siguientes concentraciones 0,25, 0,5y 1 % (p/p), respecto al
PMVEMA-Ac. Las disoluciones se dejaron agitando a temperatura ambiente hasta su

homogenizacion.

En el que caso especifico de BCNU (TCI Europe N.V.,Amberes, Bélgica), se disolvi6 en
una solucién polimérica al 20 % con etanol al 10 % (p/p).

Sintesis de nanofibras por electrohilado

Tras la completa homogenizacién de las soluciones, estas se cargaron en una jeringa
de plastico BD Discardit Il dos piezas de 2 mL, con una aguja de acero inoxidable 316, calibre
18 y punta roma con un angulo de 90° (Sigma Aldrich, St. Louis, EE. UU.). La jeringa se coloco
sobre una bomba de infusién KDScientific-100-CE (KD Scientific, Holliston, EE. UU.) a un flujo
constante de eyeccion, en direccion hacia un portaobjetos colocado sobre una base colectora
de aluminio situada a una distancia determinada de la punta de la aguja. Por motivos de
seguridad, todo este sistema se encuentra en el interior de una caja de metacrilato dentro de

una campana extractora.

A continuacién, se gener6 un campo electroestatico entre la aguja y el colector mediante
la aplicacion de un voltaje determinado usando una fuente de alto voltaje Glassman High
Voltage FC60P2 (Glassman High Voltage Inc., Nueva Jersey, EE. UU.). Las condiciones
ambientales a las que se realizé este procedimiento fueron entre 20 y 30 °C de temperatura
ambiente y una humedad relativa de 35-50 %. De esta manera, las nanofibras generadas eran
depositadas en el cubre ubicado sobre el colector descrito. Las nanofibras se separaron del

colector y almacenaron a 4 °C hasta su utilizacion.
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Caracterizacion de las nanofibras electrohiladas

Morfologia de las nanofibras

La caracterizacibn morfologica preliminar de las nanofibras se realiz6 mediante un
microscopio Optico Mycrosystems DMI3000B con una fuente de luz LEICA EL6000 y una
camara digital LEICA DFC 3000G (LEICA, Bensheim, Alemania), pudiendo observar la
presencia o ausencia de defectos morfoldgicos visibles como la formacién de cintas, cuentas
0 “beads”, dobles fibras, etc., en campo claro con un aumento 40x. Tras esta evaluacion
preliminar de las nanofibras, estas se caracterizaron mediante microscopia electrénica de
barrido de emisién de campo (FESEM) con un aparato modelo SIGMA 300 VP de emisién de

campo de catodo caliente Schottky (ZEISS; Oberkochen, Alemania).

Las fotografias obtenidas mediante FESEM se analizaron con el programa ImageJ,
midiendo el diametro de 100 nanofibras para obtener una media de sus tamafios, con el ajuste
de escala requerido.

Composicion de las nanofibras

Espectroscopia de infrarrojo y UV

Una primera caracterizacion de la composicién de las nanofibras PMVEMA-Ac con DOX,
TMZ o BCNU se realizé6 mediante espectroscopia de infrarrojo. Para su procesamiento se
homogeneizaron con un mortero junto con bromuro de potasio (KBr). Posteriormente, el
homogenizado se colocd en un molde de 13 mm (SPECAC, Orpington, Reino Unido) y se
introdujo en una prensa hidraulica manual (SPECAC, Orpington, Reino Unido); tras 10 min a
una presion equivalente a 9 toneladas se obtuvo un comprimido, que se colocé en un

espectrometro infrarrojo Spectrum Two™ (PerkinElmer, Waltham, EE. UU.) para su andlisis.

En el caso de TMZ libre en solucién acuosa, se liofilizé para su andlisis espectroscopico
de infrarrojo. Por otro lado, para conocer la estabilidad de TMZ en disolucion acuosa, se midio
su absorbancia (Abs) entre los 190 y los 500 nm usando cubetas de cuarzo de 10x10 mm y

un espectrofotémetro UV-2700 (Shimadzu, Tokio, Japon).

Microscopia confocal

Las propiedades fluorescentes de DOX permitieron la caracterizacion de la composicién
de las nanofibras PMVMEA-Ac/DOX 1 % mediante microscopia de fluorescencia. Para ello se

utilizaron el microscopio confocal LSM900 con Airyscan 2 (ZEISS, Oberkochen, Alemania). La
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intensidad de fluorescencia se registré a la longitud de onda de emision de 590 nm, con una
longitud de excitacion de 480 nm.

Ensayos celulares

Cultivos celulares

Para el estudio in vitro preliminar de las propiedades antineoplasicas de las nanofibras
de PMVEMA-Ac con DOX o TMZ se utilizaron las lineas celulares IMIM-PC-2 (M220) de
adenocarcinoma de pancreas exocrino y SW480 de cancer colorrectal cedidas por él Grupo
de Oncologia Molecular del Instituto de Investigacion, Desarrollo e Innovacion en
Biotecnologia Sanitaria de Elche (IDIBE). Una vez establecido el protocolo se utilizaron las
lineas celulares de glioblastoma multiforme HGUE-GB-37 (GB-37) y HGUE-GB-42 (GB-42)
procedentes de cultivos primarios establecidos en el mismo grupo de investigacion.

Las lineas M220 y SW480 se cultivaron en medio de cultivo DMEM (Dubelcco’s Modified
Eagle’s Medium) rico en glucosa, con glutamina estable 2 mM, Hepes 25 mM (Biowest®,
Riverside, EE. UU.), suplementado con 10 % de suero fetal bovino (FBS, Biowest®, Riverside,
EE. UU.) y 1 % de antibidtico (penicilina y estreptomicina) (Biowest®, Riverside, EE. UU.). Las
condiciones de cultivo fueron 37 °C con CO. al 5 % y atmésfera humidificada en incubador
(ESCO Lifesciences GmbH, Friedberg, Alemania).

Por otro lado, las lineas de glioblastoma se cultivaron con medio DMEM-F12 (Dubelcco’s
Modified Eagle’s Medium; Nutrient Mixture F12) rico en glucosa, con glutamina estable 2 mM,
Hepes 25 mM, igualmente suplementado con 10 % de FBS y 1 % de antibiético en las mismas

condiciones de incubacién que las lineas celulares M220 y SW480.

Ensayo de viabilidad celular

Los efectos sobre la viabilidad celular de las nanofibras de PMVEMA-Ac 20 % con DOX,
TMZ o BCNU al 1 % se analizaron con el ensayo colorimétrico MTT (bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). Este ensayo se basa en el viraje de color que
experimenta el MTT (amarillo) cuando es reducido, por accién de la enzima mitocondrial
succinato deshidrogenasa, y transformado en una sal de formazan ((E, Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-1,3-difenilformazéan) de color morado. La cantidad de compuesto final, y por tanto de su

sefial colorimétrica, es proporcional a las células viables en cultivo.

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos con una densidad de 3 000-4 000
células por pocillo. Tras 24 h afiadieron los tratamientos por sextuplicado. Tras 72 h de
incubacién con los tratamientos adecuados, se afiadié el reactivo MTT (Sigma Aldrich®, St.

Louis, EE. UU.) a una concentracion final de 0,25 mg/mL por un periodo de 3 h. A continuacion,
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el contenido de los pocillos fue sustituido por 200 puL de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma
Aldrich®, St. Louis, MO, EE. UU.) y se agit6 durante 30 min para disolver los cristales de
formazan. Finalmente, la absorbancia fue medida a 570 nm en un lector de placas Gen5™
(BioTeK®, Winooski, VT, EE. UU.). Cada tratamiento se realiz6 por sextuplicado.

Ensayo de acumulacion intracelular de doxorrubicina

Para determinar la capacidad de DOX para penetrar hasta el nacleo celular, tras haber
sido encapsulada en las nanofibras de PMVMEA-Ac, se realiz6 un ensayo de acumulacion de
DOX en nucleo en las lineas celulares de glioblastoma HGUE-GB-37 y HGUE-GB-42.

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos con una densidad de 8000-9000
células por pocillo. Tras 24 h se les afadi6 DOX libre y encapsulada a diferentes
concentraciones y se incubaron durante 10, 20, 30 y 60 min, para determinar el tiempo minimo
de saturacion de la DOX dentro de las células. A continuacion, las células fueron tratadas con
Hoechst 33342 (Thermofisher, Waltham, EE. UU.) a 0,002 mg/mL durante 20 min.
Posteriormente, se realizaron dos lavados con tampon fosfato salino (PBS) y se inocularon
con 100 uL de PBS. Finalmente, se midi6 la intensidad de fluorescencia de DOX (lambda
excitacion de 475 nm y lambda emision de 590 nm, Figura 7) y Hoechst 33342 (lambda
excitacion de 352 nm y lambda emisién 454 nm, Figura 7. Espectros de fluorescencia de
Hoechst 33342 (izquierda) y DOX (derecha)Figura 7) con el uso del lector de microplacas

multimodo Cytation (BioTek, Winooski EE. UU.). Cada tratamiento se realizé por triplicado.
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Figura 7. Espectros de fluorescencia de Hoechst 33342 (izquierda) y DOX (derecha). Imagen
recuperada de Shah y col., 2017 (17).
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Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron mediante las pruebas estadisticas ANOVA de dos
vias, regresion no lineal o una funcién Gaussiana segun sea el caso. Para ello y el graficado
de resultados se utilizo el software GraphPad Prism 8.0 (La Jolla, California, EE. UU). Los
resultados se representan como la media y la desviacion estandar. Las diferencias
estadisticamente significativas entre grupos experimentales se muestran como: * (p < 0,05),
** (p < 0,01), ** (p <0,001) y **** (p < 0,0001).
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Resultados

Caracterizacion de las nanofibras electrohiladas de PMVEMA-

Ac/Antineoplasico

Morfologia de las nanofibras sintetizadas

Respecto a la sintesis de nanofibras poliméricas, se utiliz6 PMVEMA-Ac al 20 % (p/p) y
se electrohild con los siguientes parametros: 16 kV, 10 cm y 0,25 mL/h, modificados de Mira
y colaboradores (41). Las nanofibras sintetizadas fueron homogéneas y presentaron un
diametro medio de 340 + 34 nm sin defectos visibles (Figura 8).

Se determiné igualmente el coeficiente de variacion (CV), el cual, es una medida de la
consistencia de una caracteristica medida. Normalmente, un CV por encima del 30 % indica
una alta variabilidad y, por lo tanto, problemas en el experimento. En este caso, se obtuvo un

CV del 10,1 %, lo que indica una gran similitud en los didmetros dentro de la muestra.
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Figura 8. Analisis por FESEM de nanofibras electrohiladas de PMVEMA-Ac. (A) Fotografias
de FESEM (Escala. 1um). (B) Histogramas de frecuencia de diametros de nanofibras.

En cuanto a la morfologia de las nanofiboras PMVEMA-Ac/DOX, estas presentaron una
estructura uniforme, sin defectos ni deformidades visibles a través de los diferentes
porcentajes de DOX, salvo a la concentracion del 0,5 % en la que se observo la presencia de
nanofibras dobles (Figura 8B). A pesar de esto, el CV de la muestra fue del 8,17 %, lo que
sugiere gque la presencia de dobles fibras no afecté a la homogeneidad de la muestra (Figura
9B). Es importante destacar que no se encontro relacion entre el didmetro de las nanofibras y

el aumento progresivo en la concentraciéon de DOX.
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Figura 9. Andlisis por FESEM de nanofibras electrohiladas de PMVEMA-Ac/DOX. (A)
Fotografias de FESEM (Escala. 1um). (B) Histogramas de frecuencia de diametros de

nanofibras. La flecha sefala dobles nanofibras.

Por otro lado, las nanofibras de PMVEMA-Ac/TMZ fueron homogéneas, sin

deformidades visibles y presentaron un diametro de 356 + 40 nm (Figura 10), similar al de las

nanofibras control sin farmaco. Estos resultados indican que la TMZ no afectdé a las

caracteristicas de la disolucion polimérica para su electrohilado.
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Figura 10. Andlisis por FESEM de nanofibras electrohiladas de PMVEMA-Ac/TMZ. (A)
Fotografias de FESEM (Escala. 1uym). (B) Histogramas de frecuencia de didmetros de
nanofibras.

Asi mismo, el diametro de las nanofibras de PMVEMA-Ac/BCNU 1 % aument6 a 381 +
30 nm (Figura 11B) comparado con el tamafio de las nanofibras de PMVEMA-Ac de 340 nm,
esto se puede deber a la formacion de cintas tal y como se observa en la Figura 11A. Sin
embargo, esto no afecté la homogeneidad de la muestra. Por otro lado, es importante destacar
gue el etanol al 10 % de la disolucion no afecté a la sintesis de la nanofibras.
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Figura 11. Analisis por FESEM de nanofibras electrohiladas de PMVEMA-Ac/BCNU. (A)
Fotografias de FESEM (Escala. 1um). (B) Histogramas de frecuencia de diametros de
nanofibras. La flecha sefiala una cinta.

En cuanto al analisis de los diametros entre las nanofibras con antineoplasico, estas se
mantuvieron con un tamafio por encima de los 300 y hasta los 400 nm. A pesar de encapsular
el mismo porcentaje de farmaco se observaron diferencias entre los didmetros de las

nanofibras, lo que podria asociarse directamente al farmaco encapsulado (Figura 12).
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Figura 12. Andlisis de los diametros de nanofibras electrohiladas de PMVEMA-Ac con DOX,
TMZ o BCNU 1 % (p/p). (A) Tabla de diametros de nanofibras analizadas por FESEM. (B)
Histograma de medias de diametros de NF con antineoplésico. *SA, sin antineoplasico.

Andlisis de la composicion de las nanofibras

Espectroscopia de infrarrojo de las nanofibras

La composicién de las nanofibras se analizdé por espectroscopia de infrarrojo en un
rango de 4000 a 450 cm?, destacando la region de la huella digital (2000-450 cm™) en la que

se observaron las bandas representativas de todos los compuestos excepto para BCNU.

En la Figura 13A se observa la sobreposicion de los espectros de infrarrojo del
PMVEMA-Ac, de DOX y de PMVEMA-Ac/DOX. La intensidad del espectro de infrarrojo del
polimero base, en la regién de grupos funcionales entre los 4000y los 2000 cm, se sobrepuso
a la frecuencia de DOX. Sin embargo, en la region de la huella digital pudimos observar
bandas representativas de DOX como la banda a 1729 cm™ de la tensién del enlace C=0, las
correspondientes a la tensién de los enlaces C=C de los anillos 1617, 1582 y 1414 cm?, las
bandas de la tensién del enlace C-O-C a 1115y 1073 cm™?, y 805 y 688 cm™ las bandas de
flexion de los enlaces C=H y del anillo C=C (Figura 13B). Estas frecuencias de las bandas
indicadas son representativas de DOX, lo que confirmé la presencia del antineoplasico en la
muestra (42).
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Figura 13. Espectros de Infrarrojo de PMVEMA-Ac/DOX. A) Sobreposicion de los espectros
de infrarrojo de PMVMEA-Ac (negro), Doxorrubicina (rojo) y PMVEMA-Ac con Doxorrubicina
(azul). B) Huella digital del espectro de infrarrojo, se identifican las frecuencias con lineas
punteadas (cm).

Por otro lado, en la Figura 14A se observa la sobreposicion de los espectros de infrarrojo
del PMVEMA-Ac, de TMZ y de PMVEMA-Ac/TMZ. En cuanto al espectro de PMVEMA-Ac/TMZ
se logré identificar la banda a 1678 cm™ proveniente de la vibracion de flexion de los enlaces
N-H, asi como de la tensiéon del enlace C=N y de C=C, a 1402 cm™ la frecuencia de tension
del enlace C-N y las correspondientes frecuencias a 952, 730 y 710 cm™ representativas de
la huella digital de TMZ (Figura 14B), todas las bandas indicadas se marcan en linea
discontinua. De nuevo se confirmo la presencia del farmaco encapsulado en las nanofibras

poliméricas (43).
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Figura 14. Espectros de Infrarrojo de PMVMEA-Ac/TMZ. A) Sobreposicion de los espectros
de infrarrojo de PMVMEA-Ac (negro), TMZ (rosa) y PMVEMA-Ac con TMZ (amarillo). B)
Huella digital del espectro de infrarrojo, se identifican las frecuencias con lineas punteadas

(cm™).

Cabe destacar que se observaron diferencias en la huella digital de los espectros de

infrarrojo de la TMZ libre en solucién acuosa y TMZ encapsulada en la solucion polimérica,

destacando la pérdida de las frecuencias diferenciadas 1758 y 1732 cm representativas de

grupos amida de la molécula (Figura 15B).
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Figura 15. Espectro de infrarrojo de TMZ. Sobreposicion de los espectros de infrarrojo de
TMZ (rojo) y TMZ liofilizada (azul). B) Huella digital del espectro de infrarrojo, con lineas
punteadas se marcan las regiones entre las que hay diferencias; Flecha negra destaca la
perdida de la amida.

Sin embargo, cuando la muestra se analizé por espectroscopia de UV-visible, se
observo que longitudes de onda representativas de TMZ 330, 260 y 210 nm prevalecieron en
la muestra de partida (stock) usada para los tratamientos, asi como en la muestra liofilizada.
Asi mismo, se realizé una prueba afiadiendo 100 uL de hidréxido de sodio (NaOH) 0,2 M, tras
15 min se observé la pérdida de las bandas de TMZ y la formacion del compuesto MTIC
(Figura 16).
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Estabilidad de TMZ

TMZ muestra + NaOH = TMZ liofilizada
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Figura 16. Espectro UV de TMZ. Se observan los espectros de absorbancia de TMZ patron
recién preparado 25 pM (azul), TMZ muestra a 22 yM (rojo), TMZ muestra + 0,1mL NaOH 0,2
My TMZ liofilizada, t=15 min (verde).

Anédlisis de la fluorescencia de nanofibras PMVEMA-Ac/DOX

En cuanto al andlisis de fluorescencia de las nanofibras de PMVEMA-Ac, no mostraron

fluorescencia cuando fueron excitadas a la longitud de onda de 470 nm (Figura 17). Sin

embargo, cuando la DOX fue encapsulada en las nanofibras poliméricas se observo

fluorescencia en su longitud de emision de 590 nm (Figura 17), por lo que se pudo confirmar

la presencia de DOX en las nanofibras y su distribucion homogénea.

Figura 17. Fotografias tomadas por microscopia confocal de nanofibras PMVEMA-Ac/DOX
1 %. A) Campo claro B) Fluorescencia C) Sobreposicion de Ay B. Aexc= 475 nm, Aem= 590 nm.
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Efecto de las nanofibras PMVEMA-AC/Antineoplasico sobre la viabilidad

de células tumorales

Se exploraron las propiedades farmacoldgicas de los antineoplasicos encapsulados,
estudiando inicialmente el efecto de las nanofibras poliméricas sin farmaco a diferentes
concentraciones sobre la viabilidad celular de la linea GB-37. Observamos que el polimero a
bajas concentraciones no afectd la viabilidad celular (Figura 18), lo cual es consistente con los
estudios de PMVEMA realizados previamente, para la linea celular SW480 utilizada en este
trabajo y para linea HaCaT de queratinocitos humanos (41).
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Figura 18. Viabilidad de las células GB-37 tratadas con diferentes concentraciones de
nanofibras PMVEMA-Ac (verde). La viabilidad celular se muestra en porcentaje en relacion
con el control sin tratamiento (*p < 0,05). n=6 (media + SD).

Ensayos preliminares de viabilidad de las células SW480 y M220 con nanofibras
PMVEMA-Ac/DOX

De igual manera, se realizé un estudio preliminar del efecto de las nanofibras de
PMVEMA-Ac/DOX sobre la viabilidad de células SW480 y M220, debido a los antecedentes
establecidos del uso clinico de las antraciclinas en cancer de pancreas, gastrico y colorrectal
(18,21). Los resultados del ensayo MTT realizado a las 24 h postratamiento mostraron un bajo
efecto sobre la viabilidad de ambas lineas celulares. Sin embargo, fue mas pronunciado a las

72 h postratamiento, mostrando un efecto dependiente de dosis ala DOX encapsulada, siendo
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1,4 uyM la concentracion minima a la cual se observé un efecto con 0,04 uM de PMVEMA-Ac,

respecto al Mw. Por otro lado, se observé que a partir de 0,9 y hasta 8,5 uM de PMVEMA-Ac,

respecto al Mw, hubo una disminucién significativa sobre la viabilidad celular de la linea M220

(Figura 19).
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Figura 19. Viabilidad de células SW480y M220 tratadas con diferentes concentraciones (uM)
de nanofibras poliméricas cargadas con (rojo) y sin DOX (verde), asi como DOX libre (azul)
a 24 h y 72 h postratamiento. Tabla de concentraciones de las nanofibras por pocillo. La
viabilidad celular se muestra en porcentaje en relacion con el control sin tratamiento
(*p <0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001). n=6 (media + SD).
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Ensayos de viabilidad de las células GB-37 y GB-42 con nanofibras PMVEMA-
Ac/TMZ y BCNU

Una vez estandarizados los ensayos celulares se procedio a estudiar la viabilidad de las
células GB-37 y GB-42 (72 h). Los resultados de viabilidad celular mostraron un efecto
dependiente de dosis similar al observado en las lineas celulares SW480 y M220, siendo 1,4
MM la concentracién minima a la cual se observé un efecto junto con 0,04 yM de PMVEMA-

Ac, respecto al Mw (Figura 20).

De igual manera, en la Figura 20 observamos que las concentraciones encapsuladas de
DOX disminuyeron la viabilidad celular al igual que lo hizo en su estado libre. De esta forma
se determiné que el proceso de sintesis de nanofibras poliméricas no afecté la capacidad del

farmaco de disminuir la viabilidad de células tumorales.
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Figura 20. Viabilidad de células GB-37 y GB-42 tratadas con diferentes concentraciones (uM)
de nanofibras sin DOX (verde), con DOX (rojo) y DOX libre (azul) a 72 h postratamiento. La
viabilidad celular se muestra en porcentaje en relacién con el control sin tratamiento
(**p = 0,0003; ****p < 0,0001. n=6 (media + SD).

Por otro lado, las nanofibras PMVEMA-Ac/TMZ indujeron una disminucion significativa
en la viabilidad celular de las lineas GB-37 y GB-42 alcanzado el mayor efecto a 78 uM de
DOX junto con 0,76 uM de polimero, respecto al Mw (Figura 21). Aunque el efecto dependiente

de dosis fue claro, la viabilidad se redujo menos de un 50 %.
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Figura 21. Viabilidad de células GB-37 y GB-42 tratadas con diferentes concentraciones (uM)
de nanofibras sin TMZ (verde), con TMZ (rojo) y TMZ libre (azul) a 72 h postratamiento. Tabla
de concentraciones de las nanofibras por pocillo. La viabilidad celular se muestra en
porcentaje en relacion con el control sin tratamiento (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001;
*%p < 0,0001). n=6 (media + SD).

Cuando se evalu6 el efecto sobre la viabilidad celular de las nanofibras poliméricas
cargadas con BCNU, se observé que la disminucion en la viabilidad es dependiente de dosis
y significativa a su concentracion. Sin embargo, la viabilidad se redujo menos de un 50 %; el
caso contrario ocurre cuando se encuentra en estado libre, observando que una concentracion
de 50 uM indujo una disminucién en la viabilidad celular igual o mayor que 75 uM de BCNU

encapsulada (Figura 22).
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Figura 22. Viabilidad de células GB-37 y GB-42 tratadas con diferentes concentraciones (M)
de nanofibras cargadas con (rojo) y sin BCNU (verde) y BCNU libre (azul) a 72 h
postratamiento. Tabla de concentraciones de las nanofibras por pocillo. La viabilidad celular
se muestra en porcentaje en relaciéon con el control sin tratamiento (*p < 0,05; **p < 0,01;
***p < 0,001; ****p < 0,0001). n=6 (media + SD).

Acumulacion intracelular de DOX encapsulada

Continuando con la investigacion de las nanofibras de PMVEMA-Ac/DOX se estudio la
intensidad de fluorescencia de la internalizacion de DOX encapsulada y libre, en las células
GB-37 y GB42, a las longitudes de onda utilizadas anteriormente. Se observé que a partir de
los 10 min se alcanzd el punto de saturacion intracelular de DOX libre y encapsulada, siendo
10 y 14 pM las concentraciones a las cuales se observaba la mayor intensidad de
fluorescencia, respectivamente. Por otro lado, no se observaron diferencias entre los tiempos

de tratamientos 10, 30 y 60 min en las dos lineas celulares (Figura 23).
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Figura 23. Acumulacion intracelular en las lineas GB-42 y GB-37 de DOX encapsulada. Las
células fueron tratadas con diferentes concentraciones (WM) de DOX libre (negro) y

encapsulada (blanco) a 10, 30 y 60 min. La intensidad de fluorescencia de DOX se normalizé
con respecto a la de Hoechst (Eje Y). n=3 (media + SD).

Finalmente, se realizé el ensayo de acumulacion a 20 min de las concentraciones
estudiadas, en el cual se observo un aumento en la acumulacion intracelular dependiente de
la concentracion de tratamiento, siendo 10 y 14 uM de DOX libre y encapsulada
respectivamente, las concentraciones a las cuales se observo la mayor intensidad de

fluorescencia (Figura 24).
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Figura 24. Acumulacién intracelular en las lineas GB-37 y GB-42 de DOX encapsulada. Las
células fueron tratadas con diferentes concentraciones (UM) de DOX libre (negro) y
encapsulada (blanco) a 20 min. La intensidad de fluorescencia de DOX se normalizé con
respecto a la de Hoechst (Eje Y). n=3 (media + SD).
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Discusion
En la actualidad existen diversas estrategias de encapsulacion y liberacion de farmacos
para tratar tipos de cancer como el glioblastoma. Sin embargo, tienen una alta incidencia de

efectos secundarios, por lo que la basqueda de nuevos sistemas de liberacion de farmacos

antineoplasicos es de suma importancia.

Este trabajo tiene como objetivo estandarizar la sintesis y caracterizacion de nanofibras
de PMVEMA-Ac como sistema de liberacion de DOX, TMZ y BCNU para el tratamiento del
glioblastoma. Trabajos previos en nuestro grupo de investigacion han establecido el uso de
PMVEMA para sintetizar nanofibras poliméricas, y su implementacién para la encapsulacion
de compuestos activos como el L-mentol, 5-ALA, antibidticos, entre otros (39-41). Sin
embargo, aunque los parametros de sintesis de nanofibras del polimero base haya sido
establecida con anterioridad, la estandarizacion para su uso en la encapsulacion de farmacos

antineoplasicos aun no se ha ensayado.

A partir de los antecedentes de trabajo con PMVEMA-Ac 20 % (p/p), conociendo la
viscosidad del polimero de 1748 centipoise (cP), encontrandose, por tanto, entre los 1000-
2000 cP que es el rango de viscosidad ideal de una solucién para la sintesis de nanofibras
(44).

Cuando analizamos los diametros de las nanofibras poliméricas vemos que todos se
encuentran entre 300 y 400 nm, aunque el estrechamiento y ensanchamiento del diametro
puede deberse a una alteracion en las propiedades conductivas de la solucion por la
incorporacion del farmaco y/o a las condiciones ambientales de experimentacion, ya que los
valores oscilan entorno a un 10 %. La proporcién 1:20 (% p/p) farmaco/PMVEMA-Ac no afectd
a la sintesis de nanofibras por electrohilado (Figura 12) (34), lo que es consistente con lo
reportado para su encapsulacién en nanofibras poliméricas. Cabe destacar que el aumento
en el diametro de las nanofibras poliméricas con BCNU (Figura 11), se puede asociar a las

propiedades hidrofébicas del farmaco (34,36,38).

Por otro lado, la caracterizacion por espectroscopia de infrarrojo de las nanofibras nos
muestra una clara diferencia entre los espectros del PMVEMA-Ac y de los antineoplasicos
encapsulados. Sin embargo, debido al porcentaje de encapsulacion, el espectro del polimero
se sobrepone por encima del de DOX, TMZ y BCNU, en el caso de este ultimo enmascarando
las bandas del farmaco. Aun asi, la técnica de microscopia confocal nos permite confirmar la
encapsulacion de DOX en las nanofibras a su longitud de onda de emision (Figura 17). Esto
es un indicador de que el proceso de sintesis de nanofibras no afecta a las propiedades
fluorescentes del fa&rmaco, como se ha reportado para su encapsulacibn en otras

nanoestructuras poliméricas (38,41,45). En el caso de la eficiencia de encapsulacion en los
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farmacos no fluorescentes se deberan emplear otras técnicas basadas en métodos de
separacion e identificacion de los mismos. De igual manera, es importante destacar la
desaparicién de las frecuencias a 1758 y 1732 cm™ asociados a grupos amida (Figura 15), ya
gue podria indicar la posible degradacion de TMZ en medio acuoso, fenébmeno que se puede
atribuir a la hidrolisis del profarmaco de TMZ a MTIC. Sin embargo, cuando observamos su
espectro de UV-visible no se distinguen cambios en su pico representativo (330 nm) hasta que
se le afiade NaOH (Figura 16). A pesar de esto, el pH acido de la disolucién polimérica podria
afectar la conversion quimica del profarmaco y estabilizarlo en disolucién hasta por mas 7
dias, segun lo publicado por otros autores (43,45). Estudios sobre la estabilidad de TMZ a
altas concentraciones en medio acuoso se llevaran a cabo para discernir entre estas dos

versiones.

En cuanto a la evaluacion del efecto de los farmacos encapsulados sobre la viabilidad
de las células GB-37 y GB-43, podemos observar resultados diferentes dependiendo del
farmaco. En cuanto a la aplicacién de DOX, observamos una clara disminucion en la viabilidad
celular dependiente de dosis a la concentracion libre y encapsulada (Figura 20). Este resultado
es comparable con otros estudios de encapsulaciéon del farmaco en nanoestructuras
poliméricas para tratar glioblastoma, los cuales indican de manera indirecta un posible efecto
antiproliferativo (28,46,47). Es importante destacar la relevancia de caracterizar el efecto de
DOX sobre el glioblastoma, ya que su administracion sistémica en clinica limita su
implementacion para glioblastoma y tiene alto riesgos de cardiotoxicidad, por lo que su

administracion local podria ampliar su uso y disminuir sus efectos secundarios (30,48).

Resaltando la relevancia de continuar la caracterizacion de DOX en glioblastoma, se
realizaron los ensayos de acumulacion intracelular en las lineas GB-37 y GB-42. Es importante
destacar que el tiempo de acumulacién minimo para DOX en otros ensayos es de 1 h (29) y
como se observa en la Figura 23, la saturacion intracelular se alcanza a los 10 min, por lo que
alos 20 min se observa el valor mas alto de fluorescencia a 10y 14 uM (DOX libre y PMVEMA-
Ac/DOX). Sefalando que en la linea GB-42 hubo mayor intensidad de fluorescencia lo cual
implica mayor concentracion intracelular de DOX, tanto libre como encapsulada (Figura
24Figura 24). Esto puede estar relacionado con la posible resistencia de la linea de GB-37 a
DOX, ya que hay una amplia gama de transportadores de membranas asociados a la
guimioresistencia, tales como los transportadores dependientes de ATP (ABC) B1, B5, C2 y
G2. Dichos transportadores estan involucrados en la expulsiéon de DOX al medio extracelular,
por lo que su expresién en células GB-37 podria significar una menor acumulacién intracelular
del farmaco (9,16,49).

De manera simultdnea al estudio del efecto farmacol6gico de DOX, se evalué el efecto

de TMZ sobre las células GB-37 y GB-42. El efecto observado fue menor del que cabia esperar
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para un farmaco con efectos directos sobre glioblastoma (Figura 21). Aunque, estudios previos
muestran que las lineas celulares estudiadas son sensibles a altas concentraciones de TMZ,
por lo que incrementar su concentracion encapsulada a mas de 1 mM por pocillo podria
disminuir la viabilidad celular, al igual que lo hace en su estado libre (31).

Igualmente, debido a las diferencias en los espectros de infrarrojo de la TMZ libre y
encapsulada, podemos asumir que TMZ libre en disolucion acuosa, se encuentra en un
proceso de hidrolisis de su estado de profarmaco a farmaco, mientras que la TMZ en
disolucion con PMVEMA-Ac mantiene su estructura inicial debido al pH acido de la muestra.
Por lo tanto, el tiempo de hidrolisis del farmaco a su estado de agente alquilante podria estar
alterado. Debido a esto, analizar el cambio de pH de los tratamientos puede ser determinante

para establecer su intervalo de tiempo de accion sobre la viabilidad celular (13,43).

Por otro lado, es importante sefalar el bajo efecto de BCNU encapsulada sobre la
viabilidad celular de GB-37 y GB-42 (Figura 22) en comparacion con el efecto en su estado
libre. Aunque GB-42 sea mas sensible al farmaco que las células GB-37 (50), se observa
menos de un 50 % de reduccion en la viabilidad con los tratamientos, por lo que el proceso

de sintesis de nanofibras podria afectar a su estructura y actividad antiproliferativa.

A pesar de gue el efecto farmacolégico de TMZ y de BCNU encapsulada no es claro,
aumentar su concentracién en las nanofibras manteniendo la concentracion del polimero
podria mejorar su rendimiento. De igual manera, se exploraran técnicas de caracterizacion de
la eficiencia de encapsulacién de farmacos mas sensibles, asi como el uso de derivados del
PMVEMA mas hidrofébicos como el PMVEMA-Es, que, por su naturaleza, podria ser un mejor

candidato para la sintesis de nanofibras con BCNU (33,44).

Finalmente, el analisis del efecto de las nanofibras PMVEMA-Ac/DOX mostrd efectos
significativos sobre la viabilidad de GB-73 y GB-42 ademas sus propiedades fluorescentes lo
hacen un excelente candidato para su monitoreo en ensayos celulares y durante la

caracterizacion de nanofibras.
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Conclusiones
Las conclusiones de este trabajo son las siguientes:

e Se determin6 una concentracion de encapsulacién promedio para los farmacos de 1:20
en disolucién acuosa (% p/p) respecto al PMVEMA-AC, sin afectar a la capacidad de

la disolucidn polimérica de formar nanofibras.

e Las nanofibras presentaron diferentes didmetros entre los 300 y los 400 nm, segun el
farmaco encapsulado, para la DOX se obtuvo un diametro de 311 + 26 nm, para la
TMZ de 356 + 40 nm y para BCNU de 381 £+ 30 nm.

e La caracterizacién por espectroscopia de infrarrojo de las nanofibras poliméricas
cargadas con antineoplasico mostr6 algunas limitaciones debido a la baja

concentracion de encapsulacién con respecto al polimero.

e La encapsulacibn de DOX en las nanofiboras de PMVEMA-Ac no afecta a sus
propiedades fluorescentes, lo que la vuelve un candidato excelente para su

monitorizacion durante los tratamientos.

e Se establecid el tiempo de tratamiento para el ensayo de MTT de 72 h y las
concentraciones optimas superiores a 1 yM para el estudio con DOX encapsulada en
las lineas SW480 y M220, resultados que fueron equiparables con las lineas GB-37 y

GB-42 en los cuales se observo su internalizacion celular a los 10 min.

e Los efectos de la TMZ y del BCNU encapsulada sobre la viabilidad celular de las lineas
de GBM fueron muy bajos con respecto al efecto de DOX.

En resumen, la sintesis de nanofibras de PMVEMA-Ac mediante electrohilatura, permitié
la encapsulacién de farmacos antineoplasicos, destacando a las nanofibras de PMVEMA-
Ac/DOX, por lo que se continuara trabajando en su caracterizacion como tratamiento de GBM.
Por otro lado, se continuaran estudiando los efectos fisicos y quimicos del PMVEMA-Ac sobre
estos farmacos, como el efecto del pH y se exploraran técnicas de caracterizacion molecular
mas sensibles a bajas concentraciones de farmacos y se estudiara la encapsulacion de

antineoplasicos en nanofibras con derivados hidrofébicos del PMVEMA.
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