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Resumen

El glioblastoma es un tipo de tumor cerebral de baja incidencia y con un mal prondstico
debido a su alta mortalidad. Actualmente, su tratamiento consiste en la reseccion quirdrgica
seguido de quimioterapia y/o radioterapia. La carmustina (BCNU) es uno de los principales
agentes terapéuticos usados en quimioterapia, y su administracion se basa en las obleas de
GLIADEL. En este trabajo, se propone la encapsulacion de BCNU en nanofibras poliméricas
de PMVEMA-Es como nuevo sistema de liberacion. Se sintetizaron nanofibras de PMVEMA-
Es con BCNU al 2, 4 y 8 %, mediante electrohilatura, y se analizaron mediante microscopia
electrénica de barrido, obteniendo diametros de 910, 737 y 855 nm, respectivamente.
Posteriormente, se caracterizd6 su composicion mediante el método de Bratton-Marshal,
obteniéndose una eficacia de encapsulacion del 70 % y un tiempo de liberacién maximo de
una hora, observandose una disminucion en la velocidad de degradacion del farmaco a 37 °C.
Respecto a sus efectos biolégicos, analizados por MTT vy ciclo celular, no se observaron
diferencias entre las propiedades antiproliferativas y citostaticas de la BCNU libre y
encapsulada sobre las lineas celulares HGUE-GB-37 y 42 de glioblastoma, proponiendo a las

nanofibras poliméricas como sistema de liberacion de BCNU en terapias contra glioblastoma.

Palabras clave: nanofibras poliméricas; carmustina; PMVEMA-Es; electrohilatura;

glioblastoma.
Abstract

Glioblastoma is a type of brain tumour with a low incidence and a poor prognosis due
to its high mortality. Currently, its treatment consists of surgical resection followed by
chemotherapy and/or radiotherapy. Carmustine (BCNU) is one of the main therapeutic agents
used in chemotherapy, and its administration is based on GLIADEL wafers. In this work,
encapsulation of BCNU in PMVEMA-Es polymeric nanofibers is proposed as a new delivery
system. PMVEMA-Es nanofibers containing BCNU at 2, 4 and 8 % were synthesised by
electrospinning and analysed by scanning electron microscopy, obtaining diameters of 910,
737 and 855 nm, respectively. Subsequently, their composition was characterised using the
Bratton-Marshal method, obtaining an encapsulation efficiency of 70 % and a maximum
release time of one hour, with a decrease in the degradation rate of the drug at 37 °C.
Regarding its biological effects, analysed by MTT and cell cycle, no differences were observed
between the antiproliferative and cytostatic properties of free and encapsulated BCNU on
HGUE-GB-37 and 42 glioblastoma cell lines, proposing polymeric nanofibers as a delivery

system for BCNU in therapies against glioblastoma.

Keywords: polymeric nanofibers; carmustine; PMVEMA-Es; electrospinning; glioblastoma.
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1. INTRODUCCION

1.1. Cancer

El cancer engloba un extenso grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier
parte del organismo. Otros términos por los que se conoce a esta enfermedad podrian ser
«tumores malignos» o «neoplasias malignas». Las caracteristicas que definen este tipo de
enfermedades son la division anormalmente rapida de las células y su capacidad de

propagarse e invadir otras partes del cuerpo, lo que se conoce como metastasis (1).

El cancer surge cuando se produce una lesion precancerosa en las células normales.
Esta lesion suele ser el resultado de una o varias mutaciones, que ocurren por la interaccién
entre los factores genéticos del individuo y la presencia de diferentes agentes externos,
induciendo una mayor capacidad de proliferacion y dando lugar a la formacién de las células

tumorales.

Esta enfermedad es una de las principales causas de mortalidad en el mundo y su
incidencia aumenta en la poblacién de mayor edad debido a la acumulacién de diferentes
factores de riesgo (1). En 2020, se detectaron aproximadamente 18,1 millones de casos
nuevos Yy, segun la Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer (IARC, por sus
siglas en inglés: International Agency for Research on Cancer), se estima que esta cifra
alcance los 28 millones en las dos préximas décadas. Los tipos de cancer con mayor

incidencia son los de mama, pulmén, colon y recto, prostata y estémago (2).

1.1.1. Glioblastoma

Los tumores malignos relacionados con el encéfalo y el sistema nervioso ocupan la
posicion numero 17 en cuanto a incidencia, segun la Red Espafiola de Registros de Cancer,
con mas de 4 mil nuevos casos diagnosticados anualmente (3). Concretamente, un 77 % de
estos tumores son gliomas, destacando dentro de ellos los astrocitomas, que son los mas
comunes. La incidencia de estos tumores ha incrementado en las ultimas tres décadas y, de
todos los gliomas, el GBM es el de mayor prevalencia en adultos, representando el 67 % de

todos los diagnésticos de gliomas y solo el 7 % en nifios (Figura 1) (4).

El GBM es un tipo de astrocitoma heterogéneo difuso, clasificado como grado IV segun
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), basado en el indice de crecimiento del tumor y
su agresividad. Esta clasificaciéon sigue una escala del | al IV, por lo que el glioblastoma tiene
el grado mas alto, es decir, son los mas agresivos y los que tienen un prondstico menos
favorable (5) (6).
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Figura 1 Porcentajes de incidencia de los diferentes tipos de gliomas en nifios y en adultos adaptada de Walsh y
colaboradores., 2016 (4) basada en los datos de Ostrom y colaboradores., 2014b, Tabla 19 (7).

En cuanto a la mortalidad, los pacientes con GBM tienen un mal prondstico y suelen
fallecer rapidamente si no reciben tratamiento. El tiempo medio que sobreviven los pacientes
de GBM es de 12 meses, y solo un 21,3% de los pacientes sobreviven 2 afios después del

diagnéstico. Unicamente el 5 % de los pacientes logra sobrevivir 5 afios (8) (9).

La sintomatologia varia, pero suele incluir varios sintomas generales, como pueden
ser convulsiones y dolores de cabeza, que pueden tener diferentes origenes. Para un
diagnéstico preciso, se realizan técnicas como la resonancia magnética de imagen (IRM), que
identifican diversos marcadores de las células tumorales y permiten observar el area en la

que el tumor ha sido capaz de infiltrarse (10).

1.1.2. Tratamientos para el glioblastoma

Actualmente, cualquier paciente con glioblastoma empieza el tratamiento con una
extraccion quirurgica del tumor. A partir de este punto, el enfoque terapéutico se centra en el
uso de quimioterapia, radioterapia o una combinacién de ambos. Se ha demostrado que la
implementacion de terapias combinadas mejora la eficacia en comparacién con las terapias

utilizadas por separado (11) (12).

En los pacientes con GBM, los farmacos mas utilizados en quimioterapia son la
temozolomida (TMZ) y la carmustina (BCNU). Ambos alquilan las guaninas y las citosinas del
ADN, interfiriendo en la division celular. Sin embargo, la resistencia a estos tratamientos surge

por la presencia de la O%-metilguanina-ADN-metiltransferasa (MGMT o AGT), una proteina



reparadora del ADN con la capacidad de eliminar los grupos alquilo provenientes de estos
farmacos (13) (14).

1.1.3. Carmustina

La carmustina, también conocida como BCNU o (1,3-bis (2-cloroetil)-1-nitrosourea, es
un farmaco que forma parte de las nitrosoureas y tiene la capacidad de atravesar la barrera
hematoencefalica. Su administracion puede ser local o sistémica, con una vida media en
plasma de 15 a 30 minutos. Como consecuencia, se han desarrollado multiples sistemas de

encapsulacion de BCNU para aumentar la duracion del farmaco (15) (16).

Entre los distintos sistemas de encapsulacion utilizados para administrar localmente la
carmustina, se utilizan mayoritariamente las obleas de GLIADEL. Estas obleas encapsulan
BCNU distribuida homogéneamente en un disco sdlido de polifeprosan 20, un copolimero
formado de 1,3-bis-(p-carboxifenoxi) propano y acido sebacico. La cantidad de BCNU que
contienen es del 3,85 % y su peso total es de 200 mg. En la Figura 2 se ven representados

los diferentes componentes de estas obleas.

Tras la extirpacion del tumor, se deposita una oblea en la cavidad donde se encontraba
el tumor, lo que permite la liberacion controlada del farmaco durante 3 semanas. Se utiliza de
forma local para disminuir los posibles efectos secundarios (nauseas, vomitos, dolor de
cabeza y un descenso del numero de plaquetas en sangre) y para que la exposicion de las

células sanas al farmaco sea menor y no genere efectos secundarios a largo plazo (17) (18).
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Figura 2 Formulas estructurales de los componentes de las obleas de GLIADEL. Arriba: Estructura de la

carmustina. Abajo: Estructura del polifeprosan (m:n =80:20; random) (15).

1.2. Nanotecnologia

La nanotecnologia engloba el uso de materiales en la escala nanométrica, es decir,

estructuras entre 1 nm y 1000 nm. Los nanomateriales presentan propiedades fisicoquimicas



diferentes a las que se encuentran en sus formas macroscépicas, como pueden ser sus
propiedades estructurales, térmicas, electromagnéticas, épticas y mecanicas. Esta diferencia
se debe a que los nanomateriales responden ante las leyes de la fisica cuantica y no ante las
leyes de la fisica convencional. La mayor ventaja de los nanomateriales frente a los materiales
convencionales es el aumento del area superficial, generando asi una mejor interacciéon con

otras moléculas (19).

En el ultimo medio siglo, la nanotecnologia ha adquirido gran importancia en diversos
campos bioldgicos. Los nanomateriales presentan una gran variedad de morfologias
diferentes, que incluyen las nanoplacas, las nanofibras y las nanoparticulas, entre otras. Otra
forma de clasificar los nanomateriales es en funcion de sus dimensiones, dando lugar a cuatro
tipos diferentes: los materiales cero-dimensionales, los unidimensionales, los bidimensionales

y los tridimensionales (Figura 3) (19) (20).
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Figura 3 Esquema sobre los diferentes tipos de nanomateriales segun su dimensién (21).

1.2.1. Nanomateriales como sistemas de liberacion de antineoplasicos

La via de administracion es un factor importante para mejorar el efecto de un
determinado farmaco en el tratamiento del glioblastoma. Los nhanomateriales permiten que se
implementen sistemas de liberacion controlada, reduciendo la cantidad de farmaco necesaria
para que sea efectiva y aumentando la biodisponibilidad. Estos procesos hacen que la
toxicidad sistémica se vea ampliamente reducida, al dirigir el tratamiento directamente sobre

las células tumorales, evitando dafiar las células sanas (22) (23).

Algunos ejemplos de encapsulaciones observadas en tratamientos antineoplasicos
son los liposomas, las nanoparticulas y las nanofibras, que pueden estar formadas por
diferentes materiales como lipidos, polimeros y metales, entre otros. Concretamente, Das y

colaboradores (24) utilizaron un sistema inyectable de nanoparticulas-gel para poder penetrar



en el cerebro. Este sistema estaba formado por nanoparticulas de poli (acido lactico-co-
glicélico) (PLGA) cargadas con BCNU y cubiertas por una capa de polietilenglicol (PEG). Se
demostré que al liberarse la carmustina del PLGA se formaban nanocomplejos de 33 nm de
PEG-BCNU, capaces de infiltrarse 4 centimetros mas en el tejido cerebral en comparacion

con el farmaco libre.

Por otra parte, Kuo y colaboradores (25) utilizaron nanoparticulas de metoxi-
poli(etilenglicol) - poli(e-caprolactona) conjugadas con aglutinina de germen de trigo y acido
félico. Estas nanoparticulas estaban cargadas con etopdsido (ETO), carmustina vy
doxorrubicina (DOX), mostrando un enfoque prometedor para inhibir el crecimiento del GBM

en el cerebro.

1.2.2. Nanofibras poliméricas

Dentro de las diferentes nanoformulaciones como sistema de liberaciéon de farmacos,
destacan las nanofibras por su facil preparacion, su capacidad de ajustar su humectabilidad y
elasticidad y sus propiedades de superficie. Concretamente, las nanofibras poliméricas
utilizadas en biomedicina tienen que estar compuestas por polimeros biodegradables y
biocompatibles. Una de las propiedades mas importantes de las nanofibras es que tienen una
relacion superficial area/volumen muy grande. Ademas de estas propiedades, las nanofibras

tienen una porosidad relativa que permite el paso de nutrientes y de iones (26) (27).

La electrohilatura es la técnica mas utilizada para sintetizar nanofibras poliméricas,
ofreciendo un amplio rango de posibilidades de produccién a un bajo coste y a un elevado
rendimiento. Esta técnica, patentada en 1934 por Formhals y utilizada desde 1990, permite
crear nanofibras a partir de una disolucién polimérica situada en una jeringa conectada a una
aguja metdlica. La disolucién se bombea a una velocidad baja y se somete a un campo
eléctrico para romper las fuerzas de tension superficial. En este proceso el solvente se

evapora, depositandose las nanofibras en un colector (28).

Liu y colaboradores (29) (30) desarrollaron membranas nanofibrosas de poli (acido
lactico-co-glicdlico) que permitian la liberacién de O°f-bencilguanina (O5-BG), para eliminar la
resistencia producida por la MGMT. Ademas, este sistema también liberaba BCNU y TMZ, lo
que resultd en una reduccion significativa del crecimiento del tumor y un aumento en la

supervivencia media respecto a los resultados obtenidos con los farmacos libres.



1.2.3. Poli (metil vinil éter-alt-anhidrido maleico)

Los polimeros que se emplean en la electrohilatura son mayoritariamente biopolimeros
naturales, como la quitina, el quitosano, la celulosa o el colageno, o polimeros sintéticos

biocompatibles, como por ejemplo los poliésteres, los poliéteres y los polianhidridos.

Uno de los polimeros sintéticos utilizados en la sintesis de nanofibras para la liberacion
de farmacos es el poli (metil vinil éter-alt-anhidrido maleico), conocido también como PMVEM-
Anhidro (PMVEMA), cuya férmula se puede observar en la Figura 4. También existen
derivados como el PMVEMA-Acido (PMVEMA-Ac) y el PMVEMA-monoetil éster (PMVEMA-
Es) (Figura 4). Todos estos derivados han sido caracterizados y son polimeros prometedores

para desarrollar sistemas de encapsulacion de farmacos (31).

Mira y colaboradores (32) utilizaron el PMVEMA para sintetizar nanofibras cargadas
con L-Mentol mediante la técnica de electrohilatura. Consiguieron mantener la estructura del

L-Mentol y no observaron efectos citotoxicos después de la sintesis de las nanofibras.

\
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Figura 4 Formulas estructurales del PMVEMA. En el caso en que R1=R2= - H encontramos el PMVEMA-Ac. En
el caso en que R1 0 R2=-Hy R2 o R1= - Et encontramos el PMVEMA-Es
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2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

2.1. Antecedentes

Anteriormente, ya se han realizado investigaciones sobre la incorporacion de BCNU
en nanofibras. Tseng y colaboradores (33) buscaron mejorar el actual tratamiento del GBM
con obleas de Gliadel, ya que este tratamiento solo proporciona una liberacion de BCNU eficaz
durante 5 dias. Con este fin, desarrollaron nanofibras biodegradables de poli (acido lactico-
co-glicolico) mediante electrohilatura. Los resultados obtenidos demostraron que la liberacion
de BCNU mediante nanofibras consiguié mantener una liberacion suficiente como para que

las concentraciones de BCNU fueran efectivas durante 6 semanas.

En el grupo de Disefno y Validacion de Nanobiomateriales, donde se ha desarrollado
el presente trabajo, se han utilizado diferentes polimeros para sintetizar nanofibras con el fin
de encapsular farmacos. Concretamente, Mira y colaboradores (31) utilizaron tanto el
PMVEMA-Ac como el PMVEMA-Es para encapsular acido 5- aminolevulinico (5-ALA), un
profarmaco utilizado para realizar cirugia guiada por fluorescencia, y polielectrolitos
conjugados fluorescentes, como el bromuro de poli{[9,9-bis(6'-N,N,N-trimetilamonio)hexil]-
2,7-(fluoreno)-alt-1,4-fenileno} (HTMA-PFP) y el bromuro de poli-{[9,9-bis(6-N,N,N-
trimetilamonio)-hexil]-2,7-(fluoreno)-alt-1,4-(nafto[2,3c]-1,2,5-tiadiazol)} (HTMA-PENT). El
objetivo de estas nanofibras era utilizarlas como vehiculos de farmacos con aplicaciones en
terapias fotodinamicas. Los resultados mostraron que las propiedades fluorescentes de los
compuestos se mantuvieron intactas y el 5-ALA se logré internalizar en células de cancer

colorrectal y en queratinocitos.

Por otra parte, Martinez-Ortega y colaboradores (34) desarrollaron un sistema de
liberacion de farmacos basado en nanofibras electrohiladas para tratar la psoriasis. Para ello,
utilizaron nanofibras de PMVEMA-Es como sistema de encapsulacion de tres agentes
terapéuticos con propiedades paliativas para esta enfermedad, que fueron acido salicilico,
salicilato de metilo y capsaicina. Pasados 15 dias desde la encapsulacion, su estabilidad no
se vio afectada, excepto en el caso del salicilato de metilo. Ademas, se demostré que estos
compuestos conservaban e incluso aumentaban su capacidad de activar TRPV1, asociado a

la formacion de lesiones psoriasicas.

Recientemente, en un Trabajo de Fin de Master (35) se encapsularon diferentes
farmacos antineoplasicos como la DOX, la TMZ y la BCNU en PMVEMA-Ac. Las conclusiones
de este trabajo fueron que la DOX encapsulada tenia un efecto significativamente mayor que
los otros farmacos encapsulados en este polimero, por lo que se propuso el PMVEMA-Es

como candidato para la sintesis de nanofibras con BCNU.
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2.2. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es: Sintetizar y caracterizar nanofibras
poliméricas de PMVEMA-Es como sistema de liberacion del antineoplasico carmustina

en un modelo in vitro de glioblastoma.

Para poder completar el objetivo general se estudiaran los siguientes obijetivos

especificos:

o Establecer los parametros de electrohilatura para la sintesis de nanofibras de
PMVEMA-Es/BCNU

o Caracterizar el diametro, la morfologia y la composicion de las nanofibras
electrohiladas de PMVEMA-Es/BCNU.

o Caracterizar la eficacia de encapsulacion y el tiempo de liberacion de este sistema de

liberacion.

o Determinar el efecto de las nanofibras de PMVEMA-Es/BCNU sobre la proliferacion

de lineas celulares de glioblastoma.

12



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Preparacion de disoluciones

El primer paso de la sintesis de nanofibras es la preparacion de las disoluciones. En
este caso, se utilizé el polimero PMVEMA-Es con una masa molecular en peso de 130000
g/mol. Mira y colaboradores (31) realizaron estudios previos en nuestro grupo con este
polimero y se determind que la concentracion éptima para electrohilar nanofibras con este
polimero es del 25 % (p/p) en disolucion con etanol. El producto comercial proporcionado por
Sigma-Aldrich Chemistry (St. Louis, MO, EE. UU.) se encontraba al 50 % en etanol, por lo que
se pesaron 2 g de este producto y se afiadieron 2 g de etanol, consiguiendo asi el 25% (p/p).

La mezcla se dejo agitando durante toda la noche para conseguir una disolucion homogénea.

Al dia siguiente, se afadi®6 BCNU (TCl Europa N.V., Amberes, Bélgica) a las
disoluciones a diferentes concentraciones. Se empez6 electrohilando al 2 % (p/p), respecto al
PMVEMA-Es vy finalmente se alcanzé una concentracion de 4 y 8 % (p/p). Para conseguir
estas concentraciones se anadieron a las disoluciones poliméricas 2, 4 y 8 mg de BCNU
respectivamente, respecto a 1 g de polimero puro final. Estas disoluciones se agitaron a

temperatura ambiente hasta su homogenizacion.

3.2. Electrohilatura de nanofibras

La electrohilatura fue la técnica elegida para elaborar las nanofibras. El equipo lo
forman una fuente de voltaje modelo FC60P2 (Glassman High Voltage Inc., High Bridge, NJ,
EE. UU.) y una bomba de infusién modelo KdScientific-100-CE (KD Scientific, Holliston, MA,
EE. UU.).

El procedimiento consiste en introducir la disolucion polimérica en una jeringuilla de 2
mL, procedente de Becton Dickinson Discardit (Huesca, Espafa). En el extremo se coloco
una aguja de acero inoxidable 316 de 10,16 cm de longitud, con un diametro interno de 0,838

mm y externo de 1,27 mm (Sigma Aldrich).

Una vez cargada la disolucion en la jeringa, con la aguja se coloco en la bomba de
infusién, que aplica un flujo constante de eyeccién en direccidén a un colector de aluminio con
un portaobjetos, proporcionado por Deltalab (Barcelona, Espafia). El flujo de eyeccién y la
distancia de la aguja al colector son dos de los parametros que se pueden modificar,

cambiando de esta forma el diametro de las nanofibras que se obtienen.

Cuando la jeringa ya se encontraba en su lugar, se encendi6 la fuente de voltaje, la
cual aplicaba un campo electrostatico entre la aguja y el colector gracias a la aplicacion de un

voltaje determinado, siendo este el ultimo parametro que podemos modificar. Las condiciones
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ambientales, como la temperatura y la humedad, también influyeron en este procedimiento,

estando entre 20-30 °C y 35-50 %, respectivamente.

De esta forma, las nanofibras se depositaron en el portaobjetos que se encontraba en
el colector y se almacenaron a 4 °C hasta su uso. Por motivos de seguridad, todo el
procedimiento de electrohilatura se realiza dentro de una caja de metacrilato situada en una

campana extractora. En la Figura 5 se puede observar un resumen de este procedimiento.

oW g
+ T S
3 N N -
o= =0 H {
) M
oH RO i |

PMVEMA-Es Carmustina
} ‘
0\ _—

'41'. %
S5k y -
% — N
Disolucion de Agitacion Electrospinning

PMVEMA-Es y
carmustina

Figura 5 Esquema sobre la sintesis de nanofibras poliméricas de PMVEMA-Es/BCNU.
3.3. Caracterizacion de las nanofibras

3.3.1. Morfologia

El primer paso de la caracterizacion de las nanofibras fue estudiar la forma que
presentaban. Para ello, se utilizaron los portaobjetos mencionados en el apartado anterior y
se observaron por microscopia optica y microscopia electronica de barrido de emision de

campo.

3.3.1.1. Microscopia optica

La caracterizacion morfoldgica se inici6 justo después de la sintesis de las nanofibras,
utilizando un microscopio oOptico. El objetivo de esta caracterizacion es comprobar los
resultados cualitativamente y evaluar si los parametros utilizados para electrohilar eran los
adecuados, ademas de comprobar la presencia o ausencia de defectos morfolégicos visibles.
Con este fin, se utilizé el microscopio 6ptico Mycrosystems DMI 3000B (LEICA, Bensheim,
Alemania), provisto con una camara digital LEICA DFC 3000G y una fuente de luz compacta
EL6000. El programa informatico que se utilizé fue el Leica Application Suite AF 6000 Module

Systems, y las imagenes se realizaron a 40x en contraste de fases.
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3.3.1.2. Microscopia electrénica de barrido de emision de campo

El siguiente paso fue emplear el microscopio electronico de barrido de emisién de
campo (FESEM, Field Emission Scanning Electron Microscopy) para analizar las nanofibras
con mas detalle. Este equipo utiliza un haz de electrones de alta energia sobre una superficie
sélida, lo que genera una sefial en forma de imagen. El equipo que se utilizé fue el modelo
Sigma 300 VP de ZEISS de emisiébn de campo de catodo caliente Schottky (ZEISS,

Oberkochen, Alemania).

La calidad de las imagenes obtenidas por este microscopio permitid examinar con
mayor precision las nanofibras y obtener datos exactos sobre su diametro. Para ello, se utilizé
el programa informatico ImageJ, desarrollado por el Instituto Nacional de la Salud (Bethesda,
MD, EE. UU.). Se midieron 100 nanofibras a partir de diferentes imagenes del FESEM,
ajustando la escala adecuadamente entre imagenes y utilizando el programa informatico
Microsoft Excel 2021 (Redmond, WA, EE. UU.) para almacenar los datos.

3.3.2. Composicion

3.3.2.1. Ensayo Bratton-Marshal

Para evaluar la eficacia de encapsulacion en las nanofibras poliméricas de PMVEMA-
Es, se realizdé un método colorimétrico especifico para detectar la presencia de BCNU. En
este método, la BCNU se descompone en &acido nitrico y en 1,3-bis(2-cloroetil) urea en
presencia de acido clorhidrico (HCI). Este procedimiento fue adaptado del método usado por
Li Loo y colaboradores (36), que consiguieron cuantificar la cantidad de BCNU midiendo la
liberacion del acido nitrico y del método utilizado por Lei Han y colaboradores, los cuales

cuantificaron la cantidad de BCNU encapsulada en nanoparticulas (37).

El método se basa en el reactivo Bratton-Marshall, que puede utilizarse en cualquier
compuesto capaz de liberar acido nitrico después del tratamiento con HCI. Se empezdé
preparando 100 mL de las dos disoluciones que se afiaden a la muestra: una disolucién de
sulfanilamida y otra de Bratton-Marshal. La disolucién de sulfanilamida se preparé afadiendo
0,5 gramos de sulfanilamida en 100 mL de 2 N HCI. Por otra parte, se disolvieron 0,3 gramos
de diclorhidrato de N-(1-Naftil) etilendiamina (Reactivo Bratton-Marshall) en 100 mL de agua
ultrapura. Posteriormente, se preparo la curva de estandarizacion con BCNU libre, partiendo
de un blanco con etanol y llegando hasta una concentracion de 12,5 ug/mL de BCNU en

etanol.

Las muestras fueron obtenidas a partir de las nanofibras de PMVEMA-Es/BCNU al 4

y al 8 % (p/p) en adelante se da por supuesta esta relacién, pesando 0,025 g de cada una de
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ellas, disolviéndolas en 1 mL de etanol y realizando las disoluciones pertinentes para llegar

tedricamente a 5 yg/mL en las nanofibras al 4 % y a 10 ug/mL en las del 8 %.

El primer paso de la reaccién fue afiadir 1 mL de la muestra y 0,5 mL de la disolucion
de sulfanilamida en un vial de cristal y dejarlo en un bafio a 50 °C durante 45 minutos con
agitacion ocasional. Al finalizar este tiempo, se introdujeron los viales en hielo durante 5
minutos y se afadi6 0,1 mL de la disolucién de Bratton-Marshall. El dltimo paso previo a medir
la absorbancia fue dejar 10 minutos a temperatura ambiente. La lectura de la absorbancia se
realizé en un lector de microplacas multimodo Cytation (BioTek, Winooski, VT, EE. UU.) a 540

nm.

3.4. Ensayos de degradacion y liberaciéon

3.4.1. Ensayo de degradacion

El objetivo del ensayo de degradacion fue determinar el tiempo aproximado en el que
las nanofibras de PMVEMA-Es son capaces de disolverse en varios medios, como son el
DMEM-F12 (Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium; Nutrient Mixture F12) con glutamina
estable 2 mM, Hepes 25 mM (Biowest®, Riverside, CA, EE. UU.) no suplementado, el tampdn
fosfato salino (PBS) y el agua ultrapura. Para ello, se pesaron 0,015 g de nanofibras y se
colocaron en una placa de 24 pocillos, donde posteriormente se afiadieron 2 mL del medio
correspondiente. Se mantuvo la placa a 37 °C durante todo el ensayo. Cada condicion se
realizé por duplicado y se realizaron fotografias a tiempo 0, a30 minya 1, 2,4, 8, 24 y 48
horas. A su vez, se realizd el mismo ensayo con nanofibras de PMVEMA-Ac y con nanofibras

con ambos polimeros, para poder comparar el tiempo de degradacion entre ellos.

3.4.2. Ensayo de liberacion

Para conocer la cantidad de BCNU que las nanofibras liberan al medio a diferentes
tiempos, se realizdé un ensayo de liberacion en medio de cultivo DMEM-F12 utilizado en el
ensayo de degradacion. En una placa de 24 pocillos se puso 1 mL de medio de cultivo en 6
pocillos diferentes y se traté con nanofibras de PMVEMA-Es sin BCNU, con 800 ug de BCNU
libre y con nanofibras de PMVEMA-Es/BCNU 8 % (n=3). El peso de nanofibras introducido
fue de 10 mg en todos los casos, para que de esta forma la concentracion total después de

disolverse fuera la misma que la de la BCNU libre.

Se sacaron 20 ul de cada pocillo a diferentes tiempos, siempre devolviendo este mismo
volumen en forma de medio de cultivo. Los 20 ul se disolvieron en 1,98 mL de etanol en viales
de cristal, consiguiendo de esta forma una concentracién tedrica de BCNU de 8 pg/mL,

concentracién que se encuentra dentro de la curva de calibracion realizada anteriormente. La
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placa se dejo durante 4 horas a 37 °C y los tiempos en los que se obtuvieron las muestras

fueron a los 30 minutos, 1, 2 y 4 horas.

Para determinar la concentracion de BCNU se realizé un ensayo Bratton-Marshal en
el que se anadié 1 mL de la disolucion de sulfanilamida a los 2 mL de cada muestra. Los viales
se dejaron en un bafio a 50 °C durante 45 minutos con agitacion ocasional y posteriormente,
se depositaron en hielo durante 5 minutos, como se realizé en el procedimiento anteriormente
explicado. Finalmente, se afiadieron 0,2 mL de disolucion de Bratton-Marshall y se dejaron 10
minutos a temperatura ambiente. La absorbancia se midié en un lector de microplacas

multimodo Cytation a 540 nm.

3.5. Ensayos celulares

En el ultimo apartado de este trabajo, se realizaron diferentes ensayos para comprobar
como afectaban las diferentes nanofibras anteriormente caracterizadas a las lineas celulares
de GBM procedentes del Hospital General Universitario de Elche (HGUE) y caracterizadas
por el grupo de Oncologia Molecular del Instituto de Investigacién, Desarrollo e Innovacion en
Biotecnologia Sanitaria de Elche (IDIBE). Las lineas celulares utilizadas fueron HGUE-GB-37
y HGUE-GB-42.

Las células se mantuvieron en frascos de cultivo de 25 cm?, con medio DMEM-F12
con glutamina estable 2 mM, Hepes 25 mM y suplementado con 10% de suero fetal bovino
(FBS, Biowest®) y 1 % de antibidtico (penicilina y estreptomicina) (Biowest®). Se incubaron a
37 °C en un incubador (ESCO Lifesciences GmbH, Friedberg, Alemania), con CO;z al 5 % en

atmodsfera humidificada.

3.5.1. Ensayo de proliferacion celular

Para analizar la eficacia de las nanofibras de PMVEMA-Es en las lineas celulares de
GBM se realizaron ensayos colorimétricos de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio). Este ensayo se basa en la variacion colorimétrica producida por este
compuesto cuando la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa lo reduce y lo convierte
en sales de formazan ((E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazan), pasando de color
amarillo a morado. Esta reaccién permite determinar la cantidad de células viables que hay

en los cultivos, ya que son proporcionales a la cantidad de compuesto final.

Este procedimiento empezd sembrando 3000-4000 células por pocillo en una placa de
96 pocillos y dejandolas 24 horas en el incubador a 37 °C. Al dia siguiente, se realizaron los
tratamientos por sextuplicado y se mantuvieron durante 72 horas en las condiciones
anteriormente mencionadas. Pasado este tiempo, se afiadio el reactivo MTT (Sigma Aldrich®)

a 0,25 mg/mL y se incubaron durante 3 horas. A continuacion, se retird el contenido de los
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pocillos y se anadieron 100 pl de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma Aldrich®) por pocillo. Las
placas se mantuvieron en agitacion constante durante 20 minutos para disolver las sales de
formazan y posteriormente se midio la absorbancia a 570 nm en un lector de placas Gen5™.
En la Figura 6 se puede observar un resumen del ensayo MTT utilizando células de

glioblastoma.

S @ . -y —

) Linea celular Ensayo de
Glioblastoma  ge glioblastoma proliferacion celular

—

Mitochondiial
reductase

Formazan

Figura 6 Esquema sobre el ensayo de proliferacion celular MTT.

3.5.2. Ciclo celular

Para determinar si el efecto de las nanofibras de PMVEMA-Es con BCNU era citotéxico
o citostatico, se analiz6 el porcentaje de células en las distintas fases del ciclo celular. Con
este fin, se utiliza el marcaje con yoduro de propidio, un compuesto fluorescente capaz de

intercalarse en el ADN de las células.

En la fase G4 se produce el crecimiento de las células junto con la formacion de
organulos y proteinas, en la fase S se produce la replicacion del ADN y en la fase G continta

el crecimiento celular y la formacién de proteinas necesarias para la mitosis (Fase M).

La intensidad de fluorescencia emitida por el yoduro de propidio es proporcional a la
cantidad de ADN, de modo que las células que se encuentren en las fases G, y M, emitiran el
doble de fluorescencia que las que se encuentren en la fase G1. Del mismo modo, se puede
identificar la presencia de células muertas, cuyo ADN ha sido fragmentado. Esta fase es
conocida como fase subG1 y la intensidad de fluorescencia sera inferior a la observada en las

células que estén en fase Gi.

Este ensayo empieza con el sembrado de las células en una placa de 6 pocillos, a una
densidad de 250.000-350.000 celulas por pocillo. Tras 24 horas, se aplicé el tratamiento y se
mantuvo durante 24 horas mas en incubacion. El siguiente paso fue tripsinizar las células y
centrifugarlas a 400 x g durante 5 minutos, para posteriormente resuspenderlas en 1 mL de
etanol al 75 %. Finalmente, se mantuvieron a -20 °C, para fijar las células hasta el momento

en el que iban a ser analizadas por el citdmetro.

Previo a su analisis, se realizé una centrifugacion a 400 x g durante 5 minutos para
eliminar el etanol y las células se resuspendieron en una disolucién compuesta por PBS con

Triton X-100 al 0,5 % (v/v) (Sigma Aldrich®) para permeabilizar la membrana plasmatica, 25
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pg/mL de RNasa A (Sigma Aldrich®) para eliminar el ARN, y 25 ug/mL de yoduro de propidio
(Promocell®, Heidelberg, Alemania) para marcar el ADN. Se incubaron en oscuridad y a
temperatura ambiente durante 30 minutos y posteriormente, se hizo el analisis mediante el
citometro de flujo BD FACSCanto™ Il (BD Biosciences, San José, CA, Estados Unidos).

3.6. Analisis estadisticos

Los datos obtenidos se muestran como la media + desviacién estandar. Para los
ensayos en placas de 96 pocillos se utilizé una n mayor o igual a 6 (n = 6), mientras que en
las placas de 6 pocillos la n fue igual o mayor a 3 (n = 3). Para todos estos analisis y sus
respectivas representaciones se utilizd GraphPad Prism 8.0 (La Jolla, CA, EE. UU). Las
comparaciones estadisticas se calcularon empleando un ANOVA de dos vias y el método de
Tukey para comparaciones multiples. Las diferencias estadisticamente significativas se
representan marcadas con * si el p-valor < 0,05, ** si el p-valor < 0,01, *** si el p-valor < 0,001

y **** si el p-valor < 0,0001.
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4. RESULTADOS
4 1 Caracterizacion de las nanofibras de PMVEMA-Es/BCNU

4.1.1 Morfologia de las nanofibras

Para conseguir obtener nanofibras de PMVEMA-Es/BCNU con el menor diametro
posible, se fueron variando las condiciones de electrohilatura. Ademas de calcular la media,
se calculé el coeficiente de variacion (CV), que es una medida de la variabilidad de los

diametros de las nanofibras, que se obtiene dividiendo la desviacion tipica entre la media.

En primer lugar, las nanofibras se electrohilaron con los siguientes parametros
modificados de Mira y colaboradores: 6,8 kV, 10 cm y 0,5 mL/h. El resultado mostré defectos
visibles en las nanofibras, conocidos como beads (Figura 7). Los beads son engrosamientos
que se forman en las nanofibras cuando el voltaje no es suficiente para evaporar todo el

etanol. El diametro medio de las nanofibras fue de 972 + 247 nm y su CV de 25 %.

PMVEMA-Es 25%

30-
972 +247 nm
CV=25%

20+

Frecuencia

10+

0 500 1000 1500 2000

Diametro (nm)

Mag= 200X  Width=5716pm )
EHT = 100 kV WD = 49mm Image Pixel Size = 279.1 nm |D|BE

Figura 7 Anélisis de las nanofibras obtenidas con PMVEMA-Es 25 % (A) Imagen del FESEM (Escala 50 um) con
presencia de “beads” (Flecha blanca). (B) Histograma de frecuencia de diametros.

Las nanofibras electrohiladas con los mismos parametros que las anteriores, pero con
BCNU al 2 %, presentaron una estructura uniforme, sin la presencia de defectos ni
deformidades visibles. La media del diametro obtenido fue de 1180 + 244 nm y su CV fue del

21 %, encontrando nanofibras con escasa variabilidad (Figura 8).
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Figura 8 Analisis de las nanofibras obtenidas con PMVEMA-Es 25 %/BCNU 2 % (A) Imagen del FESEM (Escala
50 um). (B) Histograma de frecuencia de diametros.

Para determinar si el flujo de 0,5 mL/h es adecuado, se electrohilaron nanofibras
utilizando 0,35 mL/h y 0,25 mL/h. Se observo que la media de diametro mas baja fue obtenida
con 0,25 mL/h, y concretamente fue de 910 £ 154 nm con un CV de 17 % (Figura 9).
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Figura 9 Comparacion del tamafio de las nanofibras de PMVEMA-Es/BCNU 2 % a diferentes flujos (mL/h). A)
Iméagenes del FESEM (Escala 2 um). (B) Histograma de medias de diametros de nanofibras de PMVEMA-Es
(negro) y nanofibras de PMVEMA-Es/BCNU 2 % (gris).
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El siguiente paso fue comprobar si el voltaje utilizado hasta el momento para sintetizar
las nanofibras era el correcto. Para ello, se sintetizaron nanofibras de PMVEMA-Es al 25 %
con BCNU al 4 % a 8, 10 y 15 kV, ademas de los 6,8 kV usados anteriormente. El resultado
demostré que, tanto a 6,8 kV como a 15 kV, la media del diametro era la mas baja, teniendo

las nanofibras a 15 kV una mayor variabilidad en los diametros (Figura 10).
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Figura 10 Comparacion de las nanofibras de PMVEMA-Es/BCNU 4 % a diferentes voltajes. (A) Imagen del FESEM
de nanofibras de PMVEMA-Es/BCNU 4 % (Escala 2 um) (B) Histograma de medias de diégmetros de PMVEMA-Es
(negro) y nanofibras de PMVEMA-Es/BCNU 4 % (gris). (C) Tabla de diametros de nanofibras analizadas por
FESEM

Finalmente, se caracterizaron las nanofibras de PMVEMA-Es/BCNU al 8 %, el
porcentaje de BCNU mas alto encapsulado en este trabajo. Estas nanofibras tuvieron un
diametro medio de 855 + 99 nm y un CV de 12 % sin presentar defectos morfoldgicos visibles
(Figura 11). Siguiendo la optimizacién de los parametros de electrohilatura realizada
anteriormente, estas nanofibras se electrohilaron a 6,8 kV, 10 cm y 0,25 mL/h. Estos
parametros fueron los que proporcionaron nanofibras con menor diametro y CV, siendo

elegidos para sintetizar las nanofibras posteriormente utilizadas en este trabajo.
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Figura 11 Analisis de las nanofibras obtenidas de PMVEMA-Es/BCNU 8 %. (A) Imagen del FESEM (Escala 2 um).

(B) Histograma de frecuencia de diametros.

4.1.2 Composicion de las nanofibras

4.1.2.1 Eficacia de encapsulacion de BCNU en nanofibras de PMVEMA-Es

Para determinar la eficacia de encapsulacion de las nanofibras de PMVEMA-Es/BCNU
al 8 % (p/p) respecto al polimero, se utilizé la técnica colorimétrica de Bratton-Marshall (B-M).
Para ello, se realizé una curva de calibracion de BCNU libre que tuvo como resultado la

siguiente ecuacion:
Y =0,0687X

En base a esta curva de calibracién, se determiné la concentracion real de BCNU en
las nanofibras al 8 %, obteniendo una media de absorbancia de 0,477 (n=6). Para ello, se
integro la absorbancia de la muestra en la ecuacion de la recta en la cual X = Abs, obteniendo
una concentracion de BCNU de 6,94 pg/mL. La concentracion tedrica era de 10 ug/mL, lo que

indica que la eficacia de encapsulacion ha sido del 69,4 + 0,8 % para las nanofibras al 8 %.
4.2 Ensayo de degradacion nanofibras de PMVEMA-Es/BCNU en diferentes
medios

Para determinar el tiempo de degradacion de las nanofibras de PMVEMA-Es, se
realizé un ensayo de degradacion en diferentes medios. Se observé que las nanofibras de
PMVEMA-Es tuvieron un tiempo de degradacion menor en el medio de cultivo DMEM-F12 que

en el PBS o el agua ultrapura. A tiempo 0, las nanofibras ya se habia disuelto (Figura 12).
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Figura 12 Ensayo de degradacion de nanofibras de PMVEMA-Es, PMVEMA-Ac y de composite en medio de
cultivo DMEM-F12 no suplementado, agua ultrapura y PBS. Imagen tomada a tiempo 0.

A las 2 horas todavia quedaban nanofibras de PMVEMA-Es en el medio de cultivo,
pero a partir de las 4 horas ya se habian disuelto completamente. En este momento, las

nanofibras de PMVEMA-Es en agua y en PBS aun no se habian disuelto (Figura 13).
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Figura 13 Ensayo de degradacion de nanofibras de PMVEMA-Es, PMVEMA-Ac y de composite en medio de

cultivo DMEM-F12 no suplementado, agua ultrapura y PBS. Imagen tomada a las 4 horas de empezar el ensayo.

Para la degradacion del PMVEMA-Es en agua y en PBS se tuvo que esperar hasta las
48 horas, consiguiendo de esta forma que se degradara completamente en agua, pero no en
su totalidad en PBS (Figura 14).

En cuanto al PMVEMA-Ac, se pudo observar que se disolvié igual de rapido en el
medio de cultivo, pero mucho mas rapido en agua y en PBS en comparacion con el PMVEMA-

Es. Por otra parte, las nanofibras compuestas por PMVEMA-Es y PMVEMA-Ac (composite)
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se disolvieron a la misma velocidad en el medio de cultivo, pero a menos velocidad que el
PMVEMA-Ac en agua y en PBS.

PMVEMA-Es Composite PMVEMA-Ac
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Figura 14 Ensayo de degradacion de nanofibras de PMVEMA-Es, PMVEMA-Ac y de composite en medio de
cultivo DMEM-F12 no suplementado, agua ultrapura y PBS. Imagen tomada a las 48 horas de empezar el ensayo.

4.3 Ensayo de liberaciéon de nanofibras de PMVEMA-Es/BCNU en medio de

cultivo

Para determinar la liberacion de BCNU encapsulada en las nanofibras de PMVEMA-
Es/BCNU 8 % en el tiempo se realizd un ensayo de liberacion. Los resultados de las
absorbancias obtenidas a partir de la reaccion de Bratton-Marshal se interpolaron en la

ecuacioén usada en el ensayo de encapsulacion.

De esta forma, se obtuvieron las concentraciones utilizadas para calcular la cantidad
de farmaco liberado mediante la siguiente formula, en la que se tiene en cuenta el volumen
extraido a los diferentes tiempos:

n—1

gn=Cnx*xVc+ Z(Ci *Vs)
i=1

Los resultados se dividieron entre la masa inicial afiadida, considerando la eficacia de
encapsulacion del 69,4 + 0,8 %, y se obtuvo el valor final en porcentaje (Figura 15). Por parte
de la BCNU libre, a tiempo 0 se observo un 34 + 2 % de farmaco y a las 2 horas se produjo
un descenso aproximandose al 0 %. En cuanto a las nanofibras, el pico mas elevado se
produjo a la hora de haber empezado la liberacion, llegando al 26,5 £+ 1,1 % y a las 4 horas se
obtuvo un 14,2 £ 0,6 %.
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Figura 15 Comparacion entre el porcentaje de BCNU libre y BCNU liberada de las nanofibras de PMVEMA-Es 8

% a diferentes tiempos. El porcentaje se muestra en relacion con la BCNU tedrica afiadida. n=3 (media + SD).

4.4 Efecto de las nanofibras de PMEVEMA-Es/BCNU sobre la proliferacion de
células tumorales

Inicialmente, se realizaron ensayos de MTT con las nanofibras poliméricas de
PMVEMA-Es sin BCNU sobre las lineas celulares que se usarian posteriormente. Para ello,
se utilizé el peso de nanofibras sin BCNU correspondiente al peso utilizado de nanofibras al
8 % para las diferentes concentraciones de BCNU que se iban a utilizar. Estas
concentraciones fueron 10, 25 y 50 uM. Esta relacion entre las nanofibras sin BCNU utilizadas

se mantuvo en los siguientes experimentos. (Tabla 1)

Tabla 1 Equivalencia entre la concentracion afiadida de BCNU con respecto a la de PMVEMA-Es (calculado con
el peso molecular de la unidad del monémero).

[BCNU] (uM) [PMVEMA-Es] (uM)

10 116,2
25 290,5
50 581

Estas concentraciones se consiguieron disolviendo las nanofibras en etanol y
posteriormente en medio de cultivo. No se observd ningun efecto significativo sobre la
proliferacion de ambas lineas celulares (Figura 16).
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Figura 16 Efecto de las nanofibras de PMVEMA-Es 25 % a diferentes concentraciones (uM) sobre las lineas

celulares HGUE-GB-37 y HGUE-GB-42. El porcentaje de proliferacién celular se muestra en relacion con el control

sin tratamiento. n=6 (media + SD).

4.4.1 Ensayos de proliferacion de las lineas HGUE-GB-37 y HGUE-GB-
42 con nanofibras de PMVEMA-Es/BCNU

Posteriormente, se realizaron ensayos de MTT con las mismas lineas celulares para
comparar el efecto en la proliferacion celular de las nanofibras de PMVEMA-Es/BCNU al 8 %
(p/p) respecto al polimero. Las nanofibras fueron disueltas en etanol y se realizaron las

disoluciones necesarias para conseguir unas concentraciones de BCNU de 10, 25 y 50 yM.

En ambas lineas celulares, se observé un efecto dosis dependiente con las nanofibras
con BCNU, siendo 25 pM la concentracion minima a la que se observo un efecto significativo
en HGUE-GB-37 y 10 uM la minima significativamente eficaz para HGUE-GB-42. No se
apreciaron diferencias significativas entre el efecto antiproliferativo provocado por la BCNU

libre y la BCNU encapsulada en HGUE-GB-37.

Por otra parte, en HGUE-GB-42 se ve un ligero descenso de la proliferacién a la
concentracién mas elevada de BCNU encapsulada con respecto a la libre, pero sin llegar a
ser significativo. Por todo esto, se determind que la encapsulacion en las nanofibras

poliméricas no afecto a la capacidad antiproliferativa de la BCNU (Figura 17).
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Figura 17 Proliferacion de las lineas celulares HGUE-GB-37 y HGUE-GB-42 tratadas con diferentes
concentraciones (uM) de nanofibras sin BCNU (Gris), de BCNU libre (Naranja) y de nanofibras con BCNU (Azul).
El porcentaje de proliferacién celular se muestra en relacién con el control sin tratamiento (*p < 0,05; **p < 0,01;

% < 0,001; ****p < 0,0001). n=6 (media + SD).

4.4.2 Ensayos de ciclo celular de las lineas HGUE-GB-37 y HGUE-GB-
42 con nanofibras de PMVEMA-Es/BCNU

Se realizé un ensayo de ciclo celular para comprobar si la BCNU encapsulada en las
nanofibras tenia el mismo efecto en el ciclo celular que la BCNU libre. Para ello, se probo la
BCNU libre a 25 y 50 uM y las nanofibras de PMVEMA-Es/BCNU 8 % aplicadas directamente
en el medio de cultivo con las mismas concentraciones que la BCNU libre. Ademas, se realizd
un control con nanofibras de PMVEMA-Es sin BCNU.

Las nanofibras sin BCNU no tuvieron ningun efecto significativo sobre las diferentes
fases del ciclo celular en comparacion con el control. Por otra parte, tanto las nanofibras con
BCNU al 8 % como la BNCU libre tuvieron efecto con las dos concentraciones utilizadas, 25
y 50 gM. En la linea celular HGUE-GB-37 no se vio un efecto significativo en la fase SubG;
con ninguno de los tratamientos, pero en HGUE-GB-42 los tratamientos con mayor

concentracion de BCNU si llegaron a aumentar significativamente esta fase en un 20 %.

Respecto a las otras fases del ciclo celular, se observa una disminucién en la fase G
con ambos tratamientos, llegando a tener aproximadamente entre un 20 y un 30 % menos en
la linea HGUE-GB-37 y entre un 30 y un 45 % menos en la linea HGUE-GB-42. Hay un efecto
significativamente mayor con 25 uM de BCNU libre en comparacion con las nanofibras con
BCNU en HGUE-GB-42. Sin embargo, esta diferencia no se encuentra a la concentracién mas

elevada.
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En HGUE-GB-37, este descenso sobre la fase G1 corresponde mayoritariamente con
el aumento de la fase S que encontramos en todos los tratamientos, siendo aproximadamente
de un 20 % a 25 yM y de un 30 % a 50 pM. Por parte de HGUE-GB-42, el aumento no
corresponde directamente con el descenso de G4 ya que hay mas porcentaje de muerte

celular (subGy), siendo este aumento de S de un 20 y 30 % respectivamente (Figura 18).
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Figura 18 Efecto de las nanofibras de PMVEMA-Es/BCNU 8 % sobre el ciclo celular de HGUE-GB-37 (A) y HGUE-
GB-42 (B). Se utilizaron nanofibras de PMVEMA-Es sin BCNU (NF), BCNU libre a 25 y 50 uM (BCNU 25 y 50) y
nanofibras de PMVEMA-Es/BCNU a 25 y 50 uM (NF (BCNU 25 y 50). Se representa el porcentaje de células en
cada fase del ciclo celular tras haberle restado el porcentaje de células en el control (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p <
0,001; ****p < 0,0001). n=3 (media + SD).
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5. DISCUSION

El desarrollo de nuevos sistemas de encapsulacion y liberacion de farmacos es una
de las prioridades en la busqueda de tratamientos para diferentes tipos de cancer, como el
glioblastoma. En el presente trabajo, se sintetizaron y caracterizaron nanofibras poliméricas

de PMVEMA-Es como sistema de liberacion de BCNU para tratar el glioblastoma.

En anteriores trabajos, se utilizaron el PMVEMA-Es y el PMVEMA-Ac como
matrices poliméricas en la sintesis de nanofibras como sistema de liberacion de profarmacos
como el 5-ALAy de agentes terapéuticos como tratamiento para la psoriasis (31,34). En estos
casos, los parametros de electrohilatura del PMVEMA-Es fueron 15 kV, 0,5 mL/hy 10cmy 17
kV, 0,25 mL/h y 8 cm, respectivamente. En un trabajo previo, la BCNU se incorporé en
nanofibras de poli (acido lactico-co-glicdlico) con unos parametros de 17 kV, 1,8 mL/hy 12 cm
de distancia (33). Sin embargo, los parametros de electrohilatura se adaptaron a la
encapsulacion de BCNU en nanofibras de PMVEMA-Es resultando en cambios en los valores
de distancia, voltaje y flujo, debido a las propiedades intrinsecas del polimero, como son la
viscosidad, la conductividad y la tension superficial, entre otras (38). EI CV muestra la
variabilidad que hay en un experimento, siendo esta alta si es mayor al 30 % (39). Todas las
muestras de nanofibras utilizadas en este trabajo presentaron un CV entre 10y 25 %, lo que

demuestra que no hay alta variabilidad entre los diferentes diametros.

De esta forma, se establecieron los parametros utilizados en el resto del trabajo: 6,8
kV, 0,25 mL/h y 10 cm de distancia. Los diametros obtenidos variaron dependiendo del
porcentaje de BCNU utilizado en las nanofibras, siendo de 910 + 154 nm en el caso de las
nanofibras al 2 % de BCNU (Figura 9), de 737 £ 168 nm en las nanofibras al 4 % de BCNU
(Figura 10) y de 855 £ 99 nm en las del 8 % de BCNU (Figura 11). Estos diametros se
corresponden con los obtenidos en otros trabajos en la sintesis de nanofibras de PMVEMA-
Es (34) y la variabilidad observada entre ellos no se relaciona con la concentracion de BCNU,
pudiendo deberse a las condiciones ambientales (temperatura y humedad) de electrohilatura
(40).

Para analizar la composicion de las nanofibras y determinar el porcentaje de BCNU
encapsulado, se realizé6 un ensayo Bratton Marshal. Se obtuvo una recta de calibracion
basada en las concentraciones utilizadas por Li Loo y colaboradores (36). El resultado mostré
que en las nanofibras de PMVEMA-Es/BCNU al 8 % se logré encapsular el 70 % de la BCNU
afiadida inicialmente en la disolucion. Respecto al trabajo realizado por Lei Han y
colaboradores (37), se consiguid6 una eficacia de encapsulacién del 3,9 % en sus
nanoparticulas de PLGA que se encapsula segun su capacidad de carga mientras que en las

nanofibras se utiliza toda la disolucion (27).
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En el ensayo de degradacion, se observd que las nanofibras de PMVEMA-Es se
disolvieron completamente en menos de 4 horas en el medio de cultivo, por los que estos
datos se utilizaron como tiempo maximo en el ensayo de liberacion. En la Figura 15, se puede
observar un descenso en el porcentaje de BCNU libre con el tiempo a 37 °C, posiblemente
debido a la sensibilidad de la molécula a temperaturas superiores a -20 °C (41). Después de
2 horas, el descenso fue superior al 30 % de la BCNU, llegando practicamente a su
descomposicion total. La BCNU encapsulada en las nanofibras mostré una rapida liberacion,
alcanzando su maximo pico a la hora de empezar el experimento con un 25 %
aproximadamente, seguido de un descenso, correspondiente a la degradacion de la BCNU,
llegando a descender aproximadamente hasta el 15 % a las 4 horas. Estos resultados indican
que la encapsulacion de la BCNU en las nanofibras ralentizan su degradacion, de forma
similar a lo obtenido en otro estudio, en el cual las nanofibras retrasan la degradacién de

compuestos termolabiles (42).

Se realizaron diversos ensayos sobre las lineas celulares HGUE-GB-37 y HGUE-GB-
42 para conocer el efecto de las diferentes concentraciones de BCNU sobre su proliferacion.
Las nanofibras de PMVEMA-Es no disminuyeron significativamente la proliferacion celular
(Figura 15), en concordancia con los resultados obtenidos por Mira y colaboradores (31) en
la linea celular SW480. Esto indica que los efectos observados con las nanofibras de
PMVEMA-Es/BCNU corresponden a la BCNU.

Con esta informacion, se realizaron ensayos de proliferacion para comparar el efecto
de la BCNU libre y la BCNU encapsulada en nanofibras de PMVEMA-Es. Como se muestra
en la Figura 17, la BCNU tuvo un mayor efecto en la linea HGUE-GB-42 que en la linea
HGUE-GB-37. Esto concuerda con lo observado en anteriores trabajos, que concluyeron que
HGUE-GB-37 es parcialmente sensible ala BCNU y HGUE-GB-42 es completamente sensible
a este farmaco (43). Ademas, se determind que la resistencia a los alquilantes en estas lineas
celulares esta regulada por mecanismos independientes a MGMT, asi como por la presencia

de células madre tumorales, capaces de sustituir las células muertas y resistir el tratamiento.

No se observaron diferencias significativas entre el efecto dosis-respuesta de la BCNU
libre y la BCNU encapsulada en ninguna de las concentraciones probadas en la linea HGUE-
GB-37. Por parte de la linea HGUE-GB-42, las concentraciones mas bajas de BCNU
encapsulada mostraron un efecto ligeramente inferior al de la BCNU libre, sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre las concentraciones mas altas (Figura 17). Esto
coincide con estudios anteriores que demostraron que la encapsulacién de diferentes

farmacos en nanofibras no alteran su efecto biolégico (32).
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En cuanto al analisis del ciclo celular, se observé mayoritariamente un efecto
citostatico, con un bloqueo en la fase S del ciclo celular, que se corresponde con un descenso
en el porcentaje de células en la fase G1. También se determind un efecto citotdxico en la
mayoria de las concentraciones de BCNU, siendo mas significativo en la linea HGUE-GB-42
debido a su sensibilidad a este farmaco, alcanzando un 20 + 6 % de muerte celular con
respecto al control en la concentracion mas elevada de BCNU libre (Figura 18). Este efecto
es consistente con los observados en anteriores trabajos sobre el efecto de BCNU en las
lineas celulares HGUE-GB (44).

Los ensayos MTT mostraron que la encapsulacion de BCNU en las nanofibras de
PMVEMA-Es no altera sus propiedades antiproliferativas. De la misma manera, su efecto
sobre el ciclo celular tampoco fue diferente al de la BCNU libre en la concentracion mas
elevada. Sin embargo, se observé un efecto inferior con la BCNU encapsulada a 25 uM con
respecto al de la BCNU libre, siendo menos significativo en la reduccion del porcentaje de

células en G4y en el incremento de la fase S.

Finalmente, el material constituido por las nanofibras poliméricas es un buen candidato para
administrar BCNU como tratamiento de glioblastoma, debido a que retrasa su degradacién a

temperatura fisioldgica y mantiene sus propiedades antiproliferativas.
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6. CONCLUSIONES Y PROYECCION FUTURA

Las conclusiones obtenidas en este trabajo son las siguientes:

o Se determinaron los parametros de electrohilatura para la sintesis de nanofibras de
PMVEMA-Es/BCNU, siendo estos 6,8 kV, 10 cm y 0,25 mL/h.

e Se sintetizaron nanofibras de PMVEMA-Es con BCNU al 2, 4 y 8 %, teniendo 910 +
154, 737 £ 168 y 855 + 99 nm de diametro respectivamente. En todos los casos se

obtuvieron nanofibras homogéneas y sin defectos visibles.

¢ Las nanofibras de PMVEMA-Es/BCNU al 8 % tuvieron una eficacia de encapsulacion
del farmaco del 69,9 £ 0,8 %.

e Las nanofibras de PMVEMA-Es se disolvieron en su totalidad en medio de cultivo
DMEM F12 en menos de 4 horas, en agua en menos de 48 horas y en PBS el tiempo

fue mayor a las 48 horas.

e Eltiempo maximo de liberacién de BCNU encapsulada en nanofibras de PMVEMA-Es

es de 1 hora.

e Se produce un descenso en la velocidad de degradacién de la BCNU encapsulada en

comparacion con la BCNU libre a 37 °C en medio celular.

e Las nanofibras de PMVEMA-Es sin BCNU no disminuyen la proliferacion de las lineas
celulares HGUE-GB-37 y HGUE-GB-42.

¢ No se observaron diferencias entre los efectos antiproliferativos de la BCNU libre y los
efectos de la BCNU encapsulada sobre las lineas HGUE-GB-37 y HGUE-GB-42.

o Los efectos citostaticos de la BCNU libre son consistentes con la BCNU encapsulada
sobre los ciclos celulares de HGUE-GB-37 y HGUE-GB-42.

En conclusion, la sintesis de nanofibras de PMVEMA-Es permitié la encapsulacién de
BCNU en un 70 % sin modificar sus propiedades sobre la proliferacion celular, por lo que se
continuara trabajando en su caracterizacion para su posterior uso como tratamiento de GBM.
Se pretende aumentar el tiempo de liberacion de BCNU encapsulada y su estudio sobre otros
modelos celulares de GBM, como podrian ser modelos celulares en tres dimensiones.
Posteriormente, se estudiara el impacto de encapsular BCNU con compuestos que puedan
contribuir al efecto terapéutico del farmaco, como pueden ser adyuvantes inmunoldgicos,

inhibidores de vias de senalizacion intrinsecas, inhibidores de MGMT, entre otros.
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