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Resumen

La nanotecnologia esha disciplina muy prometedora enedicina, especialmente ezl campo de la
oncologia. En la actualidad, los tratamientos contra el cancer son altamente lesivos para el paciente,
debido principalmente a la baja especificidad que presentan los farmacosapiisicos sobre las
células diany a las elevadas dosis necesartas el presente trabajo se tratd de disefiar una posible
alternativa a estos farmacos, mediante la aplicacién de la nanotecnologia.

Los objetivos de este estudio fueron sintetizar y camdzér nanoparticulas de oro esféricas
funcionalizadas coal antifolatoRaltirexed y evaluan vitro su capacidad anticancerigena.

Las nanoparticulas se sintetizaron mediante una variacion del método de Turkevich y se
funcionalizaron en dos pasos, prirsercon LCisteina y posteriormente con Raltitrexed. La
caracterizacion de las nanoparticulas se llevo a cabo mediante diversas técnicas araiRdant,

FFIR, TEM, Espectroscopia UV/Visible, Potencial Zeta, Diametro Hidrodindmico y Microanalisis
Elemenal CHNS. La evaluaciinvitro del potencial antineoplasico de las nanoparticulas se llevé a
cabosobrela linea celular HEI16 (carcinoma colorrectal humahocomparandose los resultados
conlos efectos del farmaco libre.

Las nanoparticulas resultantpsesentaron urdiametromediode 14,7 0,4 nm y el rendimiento de
la funcionalizacion con Raltitrexed fue del 64%. Desgraciadamente, las nanoparticulas
funcionalizadas con el medicamento no presentaron efectos antineoplasicos evidentes

Abstract

Nanotednology is a very promising discipline in the field of medicine, especially in oncology.
Nowadays, current cancer treatments are very harmful to the patients, mainly due to the low
specificity that these drugs present against the target @aiid the highdoses requiredin thepresent

study wehave triedto designa possible alternativeo these drugsy applying nanotechnology.

The objectives of this study were to synthesize and characterize spherical gold nanoparticles
functionalized with Raltitrexed and evaluate their anticarcinogenic poteimtigitro.

¢CKS yIFy2LI NIAOf Sa ¢SNB aeyidKSaAa ldSuRctionaized in tédd NA | G A
steps ¢ first with L-Cysteine and subsequently with Raltitrexed. The characterization of the
nanoparticles was performed using various analytical techniqtié$INR, FTR, TEM UV/Visible
spectroscopy, Zeta Potential, Hydrodinanldameter and CHNS Elemental Microanalibisvitro

evaluation of the antineoplastic potential of the nanoparticles was carriedoauthe cell line HGT

116 (human colorectal carcinoma), comparing the resultdwtite effects of the freelrug.

The resulting nanopaitles had a mean diameter of 4.+ 04 nm and the vyield of the

functionalization with RaltiS ESR 61 a8 cm:® ! yF2Nldzyl 6Stex GKS&asS 7
show any antineoplastic effects.
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El cancer es un conjunto de enfermedades multifactoriales que se caracterizan por una division
rapida e incontrolada de las células de un tejido, las cuales escapan de los mecanismos de control
celular, pudiendo llegar a invadir otros tejidos distantessenrganismoSe han descubierto méas de

100 tipos distintos de cancer, cuyos origeneseden estar determinados por componentes
genéticos ambietales o una combinacion de amifo Actualmene, el cancer es una de las
principales enfermedades causantes de morbilidad y mortalidad en el mundo, habiendo causado
mundialmentela muerte de 8,2 millones de personas en 2012

A pesar de que la investigacion biomédica esta logrando grandes avances sarsbltiede nuevas

SAGNF GSIALF A GSNILISdziAOFa O0AYYdzy2GSNI LIAF S K2NY2)
predominantes a dia de hoy son la cirugia, la radioterapia y la quimiotdfajiatos métods,

aunque efectivos en algunos tipos de cancer, son extremadamente invasivos e inespecificos, ya que
pueden dafiar a los tejidos sanos y causar graves efectos secundarios. Por esta razon, los dos
mayores retos actuales en el tratamiento contra el cAncerl@®siguientes:

I.  Incrementar la especificidad de accion del agente antineoplasico sobre la célula tumoral.

II.  Disminuir la dosis necesaria de farmaco para destruir el tumor.

De todas las disciplinas cientificas que tratan de abordar estos desafios, hayeudastaca por su
rapida evolucién y gran versatilidad:rlanotecnologia

Nanotecnologia v medicina

Segln laRoyal Society of LondBn f I  y I y23GS0y2f 23aNIF S&a afl OASyO
caracterizacién y aplicacion de nuevas estructuras, dispositivos y sistemas, mediante el control de la
F2NXYEF @& GFrYlF32 RS fF YFGSNRAI [|° LS aafdtetnblogi bbargay S G NA& (

una amplisima diversidad de aplicaciones en distintos campos tmrmoasmética, electronica y la
construccion entre otros.

En el ambito de la medicina, los nanomateriales mas utilizados son las nanoparticulas (NPs), las
cuales pueden ser clasificadas en inorgénicas y orgénicas

1 Nanoparticulas inorganicasictualmente existe una gran variedad de NPs inorganicas con
gran potencial terapéutico y de diagndstico, gracias a su facil funcionalizacion y a su elevada
relacion superficie/volumen. Sus propiedades fisicoquimicas (e.g. propiedades o6pticas y
electromagméticas) varian en funcién de su composicitamafio y forma. En la figurask
ilustran algunas de las NPs inorganicas mas estudiadas en biomedicina.

1 Nanoparticulas organicad:-a formacion de dispersiones de NPs organicas resulta muy util
para transporta y liberar productos farmacéuticos insolubles en agua en los distintos tejidos.
Este grupo de NPs esta conformado principalmente por los liposomas y sistemairipokm
(dendrimeros y micelas), aunque proteinas como la albumina y la ferritina pueden ser
utilizadas como nanoparticulas organicas.

1



4
Inorganic NPs Au &'% @
225

Gold NPs Qdots  Superparamagnetic Paramagnetic
Iron Oxide NPs  Lanthanide lons

Organic NPs -7~

Dendrimers Micelles Liposomes Ferritin

Figura 1Nanoparticulas (NPs) con gran potencial terapéutide giagnostico.
(Xing et al. 201&)

Ambos tipos de nanoparticulas presentan un gran niamero de pssigplicaciones biomédicas;
aplicaciones que se pueden agrupar en dos grandes ghupos

1. Nanoparticulas como herramientas ddiagndstica Las nanoparticulas inorganicas como los
Quantum Dotso las nanoparticulas de oro son una prometedora alternativa a los tipicos
colorantes usados en la visualizaciom vitro e in vivo de tejidos, al presentar una gran
fluorescencia, una elevada resistencia Bhotobleaching y la capacidad de marcar
especificamente tipos celulares concretos en funcién del ligando conjugado a la superficie de la
nanoparticula (e.g. anticuerpo especifmmmtra un marcador de célulagmorales;ver figura J.

Asi mismo, el uso de nanoparticulas de hierro supramagnéticas como agentes de contraste en
resonancia magnética nuclear permiten conseguir una mejor visualizaciébn de tumores

metastaticos.
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Figural. (A)llustracion de urQuantum Dot (QDJsado en la visualizacidm vivode tumores(B)Imagen de
fluorescencia de un raton vivo que muestra la acumulacion especifica de QDs en tumores. (MurtF\y 2007

2. Nanoparticulas como herramientas terapéuticagas nanoparticulas pueden actuar como
sistemas de transporte de farmacos y material gendmico para su posterior liberacion en las
células diana. Actualmente, la mayoria de NPs utilizadas para este propdsito son organicas,
especialmente liposomas y micelgsliméricas, aunque existen diversos estudios y ensayos
clinicos sobre el uso nanoparticulas inorganicas. Las ventajas derivadas del uso de NPs como

transportadores farmacoldgicos son vafias



a. Mejoran la solubilidad de farmacos poco solubles en soluciones acuosas.

b. Alargan la vida edia de los farmacos en circulacion, ralentizando su aclaramiento
renal y su metabolizaciéon hepatica.

c. Permiten controlar la velocidad de liberacion del farmaco a las células.

d. Minimizan los efectos secundarios sistémicos al poder liberar
especifiamente sobre células diana.

e. Se generan efectos sinergisticos y se suprime la resistencia a los farmacos al poder
combinar dos 0 mas farmacos en una misma nanoparticula.

farmacos

A lo largo de los afios se hace mas evidente las ventajas del uso de nanoparticulas en el
tratamiento de enfermedadesieurodegenerativasoculares, ritrobioldgicas y respiratorias
entre otras muchas posibilidad7es

Sin embargo, el campo donde las nanoparticésn teniendo unrmayor impacto es en el
tratamiento del cancer.

Farmacos antineoplasicos actuales basados en nanoparticulas

A dia de hoy existen 8 farmacos para tratar el cancer aprobados comercialmente por la FDA y la EMA
basados en el uso de nanoparticulas:

Tablal. Nanoparticulas para el tratamiento del cancer aprobadas comercialnpemtia FDA y la EMA

Elan

Liposoma Doxorrubicina Céancer de mama

Pharmaceuticals

Cancer de mama

Albumina Paclitaxel Abraxis Bioscience

metastatico

Liposoma PEGiladc Doxorrubicina Céncer de ovario Ortho Biotech

Polimero Acetato de

Céncer de préstata Sanofi Aventis

Biodegradable Leuprolido

Liposoma PEGiladc

Doxorrubicina

Sarcoma de Kapos

Schering Plough

Liposoma PEGiladc

Daunorrubicina

Sarcoma de Kapos

Diatos

Micela Polimérica

Paclitaxel

Céncer de mamay

Samyang

pulmon Biopharmaceuticals
_ o _ Leucemia _
Micela polimérica L-Asparaginasa ) ) SigmaTau Pharma.
linfoblastica




Podemos observar que lagrapias listadas en la tabla 4e basan Unicamente en el uso de
nanoparticulas orgénicas (liposomas, albumina y micelas poliméricas). Esta predominancia de las
nanoparticulas orgénicas es debida en gran parte a la baja toxicidad que presstasuestructuras:
losliposomasestan formados por fosfolipidos naturalgs albimina sgresent de forma natural en
sangrey el Polietilenglicol (PEG) esaonocidopolimer biocompatible y biodegradahle

Actudmente no existen en el mercadterapias contra el céncer basadas en nanoparticulas
inorganicas. A pesar de ello, numerosos estudios contintian evaluando la citotoxicidad que presentan
estas nanoparticulas en sistemas biologicos y parecen mostrar un futuro prometedor. De hecho, dos
productos antineoplasicos basados en nanoparticulas deAuroshelly Aurimmune,estan siendo
evaluados en ensayos clinicos en fase 1y 2, respectivainente

Estrategias en el tratamiento del cancer con nanoparticulas

A la hora de disefiar un farmaco antineoplasico basado en el uso de nanoparticulas es necesario
tener en cuenta una serie caracteristicas propias de las células tumorales que nos permitan elaborar
estrategias para su tratamiento.

Las células tumorales presentan una tasa de division muy alta, y es por ello que necesitan recibir una
gran cantidad de nutrientes para mantener un metabolismo aceléfa@iixigeno, glucosa, acido

Fs f A O2 ¢onsdyuit ebtdyHichas células liberan sustancias angiogénicas (VEGF, TGF o TNF entre
otras muchas) para generar vasos sanguiriogovoalrededor del tumor, aumentando asi el flujo

de nutrientes en las células cancerighasAsi mismo, las células cancerigenas pueden
sobreexpresar proteinas deembrana (transportadores y/o receptores) que les permitaptar una

mayor cantidad de nutrientes (e.g. Transportador dacGsa GLUTL, sobreexpresadocamcer de
mama)®*? ademas de sobreexpresar otrdisersosmarcadores de superficié

Haciendo uso de estas caracteidas, se pueden funcionalizar las nanoparticulas para que actien
O2y G NI St {(dzy2 NE Sw@Ras deyDireScioratizaidlaletig SystBriis  d

9 Passive Targeting El Sistema de Direccionamiento PasitPasGive Targetingaprovecha 3
diferenciast dzy Rl YSy (il ft S&4 Sy iNB f2a (G(4S2AR2a alyz2a & f
Fdzalkra¢ RS f2a @l az2a al ¥ pdenid 2a porhpsiizé ans@néteSdey St
drenaje linfatico efectivo en el lecho tumotaly el microambiente acidico presente en el
tumor®.

Debido a la rapida vascularizaciéstimulada por las células tumorales (angiogénesis), estos

vasos sanguineos presentan una permeabilidad mucho mayor (poros de I80 nm de

diametro) en comparacién a la mayoria de vasos norm@es < 6 nm deliametro)*’, lo que

facilita la entrada de nanoparticulas funcionalizadas al tejidecaraso. Ademas, ya que no hay

un drenaje linfatico efectivo en el lecho tumoral, dichas nanoparticulas quedaran acumuladas en

fla OSftfdzZla OFyOSNNISYIl ad 9 a fEthanéed Betieabilitpeh?y 6 A y I R
Retentiodt 09t wo

Asimismo, ya que el pH del microambiente tumoral esta por debajo del pH fisiottahaio ala

elevada actividad glucoliticde las células tumoralese pueden disefiar nanoparticulas sensibles

al pH que liberen loagentes terapéuticos al entrar en dicho ambiente acftlico

4



9 Active Targeting Por otra parte, el Sistema de Direccionamiento Actifctiye Targetin) se
basa en la conjugacion de la nanoparticula conda 2 G A @2 RS 5 A NBRQ&ng2 Yyl YA S
Moiety) que reconozca un componente sobreexpresado por las células tumorales, permitiendo
asi una acumulacién preferencial de las nanoparticulas en éstas. Ademas del Motivo de
Direccionamiento, dichas nanopartlas deberan cargar a la vez con el farmaco antineoplésico
que realice su efecto una vez internalizado en la célula canceffgena

Los Motivos de Direccionamiento pueden ser anticuerpos que reconozcan antigenos que se
sobreexpresen en las células tumoraleAntibody Targeting lectinas que reconozcan
carbohidratos sobreexpresados en ést@sipohydrate Targetijgu otros compuestos que sean
reconocidos por receptores de superficie celular sobreexpresados en las células cancerigenas
(Receptor Targeting**.

o

4 °
% Nanoparticula funcionalizada (+]

‘ ° 5 8

° Célula tumoral o

R’ o & o 02
Célula sana S . Eeas _\I
- 37 ollo < i’ l

inopaaE®v | . '

| <] Célula endotelial

Célula sana Célula tumoral

Figura2. (Izquierda)Esquema de I&nhanced Permeability and Retent{®assive Targetingjue presentan los
tumores. Las nanoparticul@dPs)ueden atravesar lograndegporos presentes en los vasqgse irrigan a los tumores
penetrando en el lecho tumoral, cuya acidez estimulara la liberacion del farmaco cargado por (&eNeha)
Esquema delctive TargetingLa nanoparticula presenta en su superficie moléculas que son reconocidas

preferentemerie por los receptores sobreexpresados en las células tumol&esqueira 201§)

Por lo tanto, las nanoparticulas con fines antineoplasicos pueden disefiarse en base a uno o a ambos
sistemas de deccionamiento.

En nuestro caso, hemos disefiado nanoparticulas de oro de 15 nm de diametro funcionalizadas con
Raltitrexed. En una situacidm vivg estas nanoparticulas podrian llevar a la vePassive Targeting
gracias a su tamanfo, y uctive Targeng, gracias al Raltitrexed, que es reconocido por receptores

de folato quese sobreexpresaren muchos tipos de células cancerigenas. Sin embargo, antes de
entrar a detallar nuestro gerimento, debemos explicalos efectos del Raltitrexed y por qué
selecionamos las nanoparticulas de oro como medio de transporte.
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El Raltitrexed(Tomudexo ZD169% es un medicamento anticancerigeno de la familia de los
antifolatos de quinazolinausado como agente quimioterapéutico contra el cancer colorrectal desde
1996°"°. Tiene una estructura similar a la moléculyN¥-Metilentetrahidrofolato (5,10CH-THF),

un derivado del &cido félico (Vitamina B9). Este antifolato es un potente inhibidoompetitivo
mixto de la enzima Timidilato Sintasa (TS), presentando udedd nM°. Dicha enzima se encarga
de sintetizar dTMP a partir de dUMP y 5@B-THF como cofactor, por lo que su inhibicién bloquea
la sintesis de ADN por falta de dTTP, impidiendo que las célulasneoalta tasa de replicacién
puedan proliferar.

( ) OH 0 COOH
a Il |
N CH;—NH —@—C—NH—CH
NZ X |
):I I CH,
H,N N N |
CH,
Anillo de Pteridina Acido p-Aminobenzoico |
C=—OH
0O
Glutamato
(b) o CIH-‘ . I(l) lIC()()H (c) ﬁ (I',()O”
) CH=N C=—NH=—CH OH N C=—NH—CH
I\I \ | \ I
cH, ,
] LXY
C—oH H,N N T I
H

Il
)

Figura 3Estructura quimica del Acido Fdlico (a), del Raltitrexed (b) y delGHBTHF (c). Se detallan los s
componentes quimicos del 4cido félico en verde (a). (Gonen et al.zéOl2)

Como podemos observar en la figura 3, el acido félico y sus derivados estan compuestos por 3 sub
componentes quimicos: un anillo de pteridina, un acidangnobenzoico y un redilo de
glutamatd™. El 4cido félicgpuede entrar a la célula mediante 3 mecanismos distiriffoansportador

de folato reduciddRFC)Transportador de folato acoplado a proton@3CFT) Receptored /[ de

Folato (FRy). El &acido folicper sees metabdlicamente inactivo, por lo que debe metabolizarse en

el citosol paradar Tetrahidrofolato (THF), el componente central del metabolismo del acido fdlico.
Los folatos, incluido el & fdlico, se poliglutamilan en el citosol por la enzima cFPGS. Esto les
permite adquirir un mayor tiempo de retencién en la célula y una mayor afinidad por sus enzimas.

Enla figura 4podemos observar que el metabolismo del acido félico cumple divensasohes muy
importantes para la célula:



1. Sintesis de TMP, AMP y GMP, necesarios para la sintesis de DNA.

2. Sintesis de -B8denosi#Metionina (SAM), cosustrato que participa en la metiliacion de DNA,
proteinas y lipidos.

3. Sintesis de Metionina, Glicina y Fotma

4. Necesario para la eritropoye&isy el correcto desarrollo embrionario (no mostrado en la

figura 4).
/'\cid()IF()Iico Acido Folico-Glu(n)
l 'iw ' OP-
; H+ oP- CITOSOL
FRa/b ATP ADP+Pi
|
" v — Raltitrexed
Acido Félico _— > Acido Félico-Glu(n)
— = ATP+ ADP+Pi N Sintesis de
/NP\‘ PREE  Clemat - armr— -,
THF| THF A Y
AMP GMP 0-CHO-THI DHFR dump
10-CHO-THF, — SHM'
THF s 10-CH2-THE
Fotiiis Serina  Glicina
ormato
MITOCONDRIA

5-CHO-THF —————— 5-CH3-THF

10-CHOS
Sintetaiy g Homocistein; >
10-CHO-THF Formato VIS
Metionina

5,10-CH2-THF

<«+—— Glicina
mSHMT
Serina

Figura 4Metabolismo del Acido Fdlico y sus derivados.
llustracion inspirada en el articulo de Gonen et al. (2%)112)

THF

Por otra parte, ERaltitrexed puedéntroducirseen las células a través dos vias de entragediante

el transportador de membrana RFC (principal via de entrada de folatos a las células) o uniéndose
especificamente al receptor de folato 6 @SNJ FAIdzNF nod® 5A0K2 NBOSLII2
periférica anclada a las caveolinas de la membrana plasmatidasdeélulas. Una vez unido al
NBOSLIi2NE &S AYGNRBRdzOANY | f I O Siéndeercapsiadélens 9 y R2 O
un endosomague se fusionard con un lisosoma, dondepél alcanza valores de Binalmente el

Raltitrexed se libera al citokgoliglutamilandose e inhibiendmla Timidilato Sintasa (TS).

El transportador RFC, siendo la principal via de entrada de folatos en las células, se expresa
ubicuamente en el organismo, tanto en los tejidos sanos como en los canceffg&iwembargo, la
SELINBaAiAsy RS NBOSLII2NBa cwh Sy (S2AR2a &alyz2a 3
placenta, retina, rifiones y plexo coroide), mientras que en la mayoria de células cancesgenas
sobreexpresalicho receptor, especialmente exdnceres de origen ovarico, cervical, pulmonar, renal,
pancreético, colorectal, cerebral, de endometrio, de pecho y de V&ji§ar ello, el receptor de

F2f 1 02 h O2y &doAcandidad paiayel diabmBcy \Stiatamiento @ una gran variedad

de enfermedades cancerigenas.

No es la primera vez que se intenta utilizmreceptor de acido félicoomo estrategigara accedr a

las células cancerigerfasPero a dia de hoy no tenemos conocimiento de estudios en los cuales se
combinen nanoparticulas de oro con Raltitrexed, un antifolato que combina el reconocimiento
SALISONTFAO2 RS ActwaTaydirgSh jio2MEs éfect@antineoplasicos
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Las nanopartidas de oro(AuNPshno son en absoluto un descubrimiento recient&l uso del oro
coloidal se remonta al siglo V a.C.@mina, Arabia y la Indidonde se utilizabaon fines médico€n

la Europa medieval, el oro coloidalssabapara dar colores rojoa vidrios decorativos. Blquimista
Paracelso (1493 1541 d.C) utilizé oro coloidalpara tratar desordenes mentales y la sifilis,
llegandose incluso a utilizar como tratamiento contra el alcoholismo a finales del siéflo StihX
embargo, no fue hasta el sighoX cuando los cientificos comenzaron a explotar sus propiedades
fisicoquimicas mediante la nanotecnologia.

Las nanoparticulas de oro presentan unas propiks Unicas que difieren de adias que presenta
el oro macroscopicdlk golg:

I Plasmoén de Resamcia Las propiedades Opticas de las AuNPs son de gran interés, debido a la
formacion dePlasmones de Resonancia Localizados en SupékfBiRR), oscilaciones colectivas
de los electrones de la banda de conducaiénlos atomos de oral ser excitados paun haz de
luz de longitud de onda<) concreta.En el caso de lasanoparticulasle oroesféricasmenores
de 50 nm de diametrola < que genera el Plasmoén es de aproximadamente &20) aunque
dicha longitud de onda varia segun el tamafio, la forma, eldip funcionalizacignel ambiente
dieléctricoy el grado de agregacion de las nanoparticilas

Esta propiedad es muy util para la deteccién de sustancias a muy baja concentiasicumales
alteran el ambiente dieléctrico local de las nanoparticmemical sensing) o para posibles
terapias por ablacidn fototérmica contra el cancer, ya que al excitar las AuNPs a dicha longitud de
onda, liberan una gran cantidad de aallocalizado en puntos concretos del organigfno

1 Biocompatibilidad y baja citotoxicidadLas nanoparticulas der@ sin funcionalizar presentan
una baja citotoxicidad y una buer@mpatibilidad biolégica. Gracias a ello se pueden llevar a
cabo métodos diagndsticos y terapias vivo sin un elevadoriesgo de que la particula cause
problemas al organisnia

I Tamario y forma variable Segiin el método empleado para sintetizar las AuNPs, se puede
obtener una amplia variedad de nanoparticulas con tamafios y formas diferentes. Las
propiedades 6épticas y funcionales varian en funciéon de su tamafio y formdadomgitud de
onda de excitacién plasménicade suprd®*. En la figura 5 podemos observar varias AUNPs con
formasmuyvariadas

Figura 5. Imagenes tomadas mediante TEM
nanoparticulas de oro (AuNPs) con distintas formas
9aFSNI &T 060 NR R ¥ Bigindrfides; ¢

FaGz2ySa RS 2NB Odzm A SNI 2
de SiO2/Au; (g) Cuencos; (h) Shells de SiO2//
Tetreahedros, Octaedros y Cubotetrahedros; (j) Cubao
Cajas de Ordllata; (I) Nanolunas. (Dykman Khlebtso
2012*




91 Funcionalizacion sencillaLa funcionalizacion consiste en unir moléculas a la superficie de la
nanoparticula para que ésta adquiera una funcién especifica. Los &tomos de oro presentes en la
adzLISNFAOAS RS fisioadsotbeib t & imblékbiSsRriediantd interacciones no
O2 @I t Sy (i aimichdsaberd VMSRAI yiS Sy {graceS a loO@tddle Sy G S a
hibridos 5d6s formados pord & + 12Y2a RS 2NB & dzZLJSNFAOAI-f S&av =
T dzZFNBé Sa St  Yiode ef éxdeNtipd de lhalzSpart@ufs L&32nybléculas
funcionalizadoras pueden otorgar a la AuNP diversasigdages, como mayor estabilidad,
biocompatibilidado poder antineoplésico entre otras muchas funciones.

Todas estas propiedades hacen de las AuNPs uasepedorasherramientas terapéuticas y de
diagnostico. Multiples estudios estan demostrando el papel diagnostico de las AuNPs como
0A2aSyaz2zNBa O0ORSGSOOAsy RS LIl Gs3aSy2a Sy &l yanNB:
agentes para obtener bioimages (tomografia computerizada, RMN, fotoacusticacroscopia de

Tt dz2 NB @ SBh @dahtX & su potencial terapéuticee estan disefiando nuevasstemas
liberadores de medicamentaes partir de AuNPparacombatirel cancer, el VIN la diabetesentre

otras enfermedades. Ademas, el LSPR generpdo las AuNPs estd permitiendo disefar

prometedoras terapiasontra el cAncer mediantablacion fototérmicé’.

Sintesis de AuNPs

La sintesis de AuNP se basa, al igual que la sintesis denuticd®os tipos de nanoparticulas
inorganicas, en la reduccion de una molécula precursora que sea fuente de atomos de oro, los cuales
interactuaran entre ellos. Estos atomos metasiqguasan por un proceso de nucleacidén y posterior
crecimiento de la nanoparticula. Para evitar un crecimiento excesivo y la posible desestabilizacion o
agregacionirreversible de las nanoparticula, se afiade a la reaccién un agente estabilizante
(surfactante) que ayuda a definiel tamafio finade la particul®. En la figura 8e esquematizan los

4 pasos de los que consta la sinteEsianoparticulasnorganicasen general:

Agente Reductor Agente Estabilizante
(e.g. NaBH,) (e.g. Citrato de trisodio)

PRGBS B i

Reduccion Nucleacion Estabilizacion
¥y crecimiento

Cl (s
H
Agente Precursor

Figura 6Pasos en la sintesis general de nanopartidataganicas.

Actualmente sehan desarrollado una gran variedad de métodos para sintetizar AuNPs, cada uno
permitiendo la obtencidon de nanoparticulas con tamafos, famapropiedades distintas. Estos
métodos pueden ser agrupados en 3 grandes griigod

1 Métodos quimicos:Son los mas utilizados en la actualidad. El agente reductor es de origen
guimico (borohidruros, aminoboranos, hidracinas, hidroxilaminas, polioles, acidos oxalico y
citrico, sulfitos, acetileno, aztcaseo CQ, al igual que el agente estabilizante (citrato de trisodio,
taninos, tioles, ligandos fosfatados, oxigenados y nitrogenados, polimeros o albimina, entre
otros surfactantes).



1 Métodos fisicos El paso de reducciéon es ejecutado por un agente fisadiagion gamma,
microondas, ondas ultrasénicas, ablacion laser, reduccién electroquimica y reduccion
fotoquimica), aunque el paso de estabilizacion se lleva a cabo normalmente por un agente
estabilizante quimico.

1 Métodos biologicos Green chemistry Conel objetivo de sintetizar nanoparticulas sh uso
reactivos téxicos y costososque puedan dificultar su aplicacion biomédica, se estan
desarrollandonuevos métodos para sintetizar AuNPs con tamafios y formas bien definidas
mediante el uso de extractos daantas (que contienen agentes reductores y estabilizadores
naturales) y de microorganismos (levaduras o bacterias) con capacidad reductora natural.

En la tabla Zhemosrecopilado varios de los métodos quimicos, fisicos y biolégicos mas comunes
para la sintesis de AuNPs:

Tabla2. Métodos para la sintesis quimica, fisica y biolodeAuNPs
PEG: Polietilenglicol; TTAB: Bromuro de TrimetilamaiTeAC: Cloruro de CetilmetilamartitAuC): Acido Tetracloroaurico

: Tamanio
T'PO de Nombre el Agente Agente reductor Ag(_a_n te (nm) y Ref.
método método precursor estabilizante
forma
Turkevich/Frens HAuC/ Clt_rato_de C|t_rato_de 10'5 .20 33,34
trisodio trisodio Esféricas
Brust/Schiffrin HAuC/ NaBH 1-Dodecanotiol L C 3 35
o Esféricas
Quimico
. . 3.2-54 36
Martin HAud) NaBH 1-Dodecanaotiol Esféricas
Acetilacetonato + Citrato de 13¢ 90 37
Navarro HAuC! Citrato de trisodio trisodio Esféricas
N Alginato de 5¢40 38
Irradiaciom HAud) Rayog <odio Esféricas
Electroquimico | Anodo de oro| Catodo de platino TTAB 8'3';,5.8'3 39
Fiio Esféricas
Fotoquimico HAUC) Radiacion UV (25 CTAC 20 x 1000 40
nm) Bastones
Ablacioén laser | Placa de oro , ) 4¢ 46 41
6 G 6522 v € (99,99%) Laser Yb:KGW | PEG/Dextrano Esféricas
Vegetal HALWCH Avena sativa Avena sativa < 29, Esferag 42
C y triangulos
Bioldgico 73¢76
Microbioldgico HAud) Bacillus subtilis | Bacillus subtilis ) C L 43
Esféricas
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Funcionalizacién de AuNPs

Para que la AuNP adquiera una funcién concreta es necesario conjugar una moléotdaédea su
superficie (e.g. un farmaco o un producto fluorescente). En algunas ocasiones, el propio agente
estabilizante puede actuar como la molécula funcionalizadora (e.g. antibiéticos cémplailind®),

pero la mayoria de veces es necesario realizar varios pasos adicibifales

i Conjugar directamente a la AuNP una émlla funcionalizadora por fsadsorcion o
mediante enlace covalentdesplazando de su sagdicie el agente estabilizante (figA).

i En caso de que no se pueda unir directamente la molécula funcionalizadora a la superficie de
la AuNP, se debe unirdicha superficizina moléculdinkerque presente un grupo funcional
(e.gp INHzLI2Z O ND2EAf 2% BQué pugdh Posterigrindntardrsequinic® Y+ G A O2
o fisicamentecon la molécula funcionalizadaréig 7B).

§
‘LL:'RS % 5(;( o
Nl s
A m;\ s
<y
(’ AUNP
OH
s” \ k)
BKBO o ?’;H \ ﬁ” 7 E
Molécula Funcionalizadora 5 %
(tiolada)
AuNP og a3
0N b4 Linker (tiolado) ) s
0, O s Si Molécula Funcionalizadora
Q e M 0 o g
20 i o (con grupo amino)
Ho}p m g 4 /s sy " A
HOLO \ Pk |
&_ “Ei, s~y
Nanoparticula estabilizada AuNP ~ ©
(Fuerzas Electrostaticas) B e AP \ NHS/DCC

Figura 7.Mecanismos de conjugacidie las AuNPspartiendo de unaAuNP estabilizada por fuerzadectrostaticas corel
agente estabilizant&Citrato de trisodio (A) Mecanismo directota molécula funcionalizadora puede unirse directamente
nanopatrticula, desplazando al agergtabilizanteal formar enlaces covalentes energéticamente mas estalgdsMecanism
mediado porlinker: los atomos superficiales de la NP se unen primero a una moléoléx la cual se unira a su vez ¢
molécula funcionalizadora. En este caso concreto, el grupo amino de la molécula funcionalizadora forma una ashiglaim
carboxilo delinkermediante el método NHS/DCC.

Elabanico de moléculaincionalizadoras que se pueden conjugar sobre la superficie de las AUNPs
es practicarente infinito. Sin embargo, los métodos quimicos para llevar a cabo dicha conjugacion
suelen ser siempre los mismos. Dichos métosiedasaren laformacién de un enlace covalente
entre un atomode oro de la superficie de la AuNRity &tomo de azufre presente en moléculas con

un grupo tiol, un disulfuro ciclicoun ditiocarbamato (ver figra 8

Dichas grupos funcionales azufradopueden estar presentes en las : NH

moléculas funcionalizadoras o bien pueden formar parte ddihb®rs A

gue posteriormente se unirda las mismasTambién es psible formar -5 s’ s

Syt OS/aA NSNSy 2¢ YSRALF YOGS EINﬁzLJE% I-/SYA\/EZ LJ§N£ tr

enlace es muy débil (6 kcal/mol) etomparacion con los enlaces

covalentesd 2 NB dzF NB¢ F2N¥ I R2& O2 Y™ I NI S %00 Daiioda & derecha) 7 1 O
disulfuro ciclico y ditiocarbamato enlaza

covalentemente a atomos de oro de
superficie de una AuNP. (Vigderman 261
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Sin embargogen ocasiones se disefian experimentos donde se busca una uniébn méas débil entre la
molécula funcionalizadora yla superficie de la AuNP (e.g. un sistema en el cual se libere un
medicamento poco a poco en la circtién). En estos casds formacion de en@S &4 R (INEs A Sy 2 ¢
puede ser de interé$ asi como el usde moléculas que se unan a la nanoparticula porZaer
electrostaticagfisio-adsorcion?>.

En la tabla 3presentamos algunos de los métodos de conjugacion de AuNPs actualmente en

Ay@SaidAal OAsys ol alR2&a Sy adzIYiIdgF2NEElY Sy € F2NXYI
Tabla3. Métodosde conjugaciéme moléculas funcionalizadas a AUNRPs
Material conjugado I\/!olecgla Linker Tipo Conjugacion Funcién Ref.
Funcionalizadora
. Enlace covalente Deteccion 46
e ~
SSDNA tiolado a 2N dzf NJ] secuencias DNA
. PEGSH ¢on Enlace covalente . _—
Oligonucle6tidos SIRNA (C.O,n. 40 cargas G 2 NB dzF# NF Sllenglel_mlento a7
40 cargas anionicas) o - genico
cationicas) F. electrostaticas
. Enlace covalente Deteccion 48
e ~
SHRNAFluoresceina a 2N dzFf NJ secuencias ssDNA
ANt-EGER monoclona o Enrlace covalente | Diagnostico cancer 49
. a 2NEPE dzf NJ oral
Anticuerpos ——
Anti-Mucina7 o Enlace cgvalente Terapia cancer 50
a 2NRB dzf N] (Fototérmica)
.. Derivado de la o . Enlace covalente Deteccién de 51
CiliEte [ -D-Lactosa Acido Lipoico G 2 NB dzF NJ lectinas
, CisPlatino L-Aspartato F. Electrostaticas Tratam|e(1t_o cancer 45
Farmacos hepatico
Antineoplasicos Tamoxifer PEGSH Enrlace cgvalente Tratamiento cancen 52
a 2-NR dzFf NJ mama
. Enlace débil Bactericida 44
e 7
L Ampicilina G2 MR G NF 3 Gram +
Antibidticos —
Vancomicina BisCisteamina Enlace covalente Bactericida 53
& 2 NP dzF NJ Gram-
Polietilenglicol o Enlace covalente . . 54
(PEG) PEGSH 42 NE dzF NI Biocompatibilidad

Habiendo explicado las propiedades del Raltitrexed y los diferentes métodos de sintesis

funcionalizacién de AuNRsasaremos a detalfdos objetivos experimentales del presente trabajo.
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I.  Sintesis de AuNRsféricag/ funcionalizacidmle su superficieon Raltitrexed.

II.  Caracterizacion de la nanapi@ula funcionalizada.

a. EspectroscopiblV/Visible

b. Potencial Zeta y Didmetro Hidrodindmico
c. FFIR

d. 'H-RMN

e. TEM

f. Andlisis Elemental

g. Calculo delrendimiento de la funcionalizacion, el nimero de ramificaciones, el

porcentaje de superficie funcionalizada y el porcentajékdeX de la muestra total.

lll.  Ewaluacion in vitro del potencial antineoplasico de las nanoparticulas funcionalizadas

mediante el @sayode viabildad celularealizadosobre la linea cancerigena HCIG.

v8 - AOAOEAIT AO U 11 OI AT O

Sintesis v funcionalizacién de AuNPs

1. Sintesis déNanoparticulas de oro (AuNPS)

Para la sintesis de nanoparticulas de oro (AulR&N0s que optimizade novouna variacion del
método establecido por John Turkevich (19418| cual permite obtener AuNPs égtas deentre 10

- 20 nm de diametro en disolucién acuosa, evitando el uso de disolventes organicos (comunes en
métodos mucho méas modernds}’ que son incompatibleson sistemas biolégicos. En la figursed
detalla el mecanismmolecular por &cual se realizdichasintesis, donde el Citrato de trisodio actla

a la vez como agente reductor y agente estabilizador.

[o}

(o} OH Au’ o 0

o OH 0”0

Cl o [.\.l-l o a Na
& o 3 Au’ o= 9 ol _O°
Au’ \(ﬁ(w
< o Na o
S r+ H + [ A _— " AuNP o ¢ ox

0,

/ \ Reduccion Nucleacion AU/ AW? Estabilizacion o o .
- — ( Vv crecimiento o i »
: | & Au(I111)—=Au(0) P Y o -
- 1]
H o 7 O
Ho. o HO' o
) o
o
°
15 nm

Figura 9Mecanismo de formacion de AuN®partir deAcido Tetraclorodurico y Citrato tiésodio. El Citratale trisodio
actla a la vez como agente reductor y agente estabilizante.
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Antes de iniciar la sintesis, todos los materiales de vidrio se lavaron con agua regia y se enjuagaron

repetidas vecs con agua ultrapura (Mi), eliminando asi rastros de oro u otros contaminantes que
reaccionen accidentalmente con las nanoparticulas.

Se disolviern 20 mg de Acido Tetracloro4cwoi - 3HO (5,08 x 1® moles, equivalentes a 10 mg de

Al’) en 100 mL de ag ultrapura (MikQ). La disolucién se deposité en un balén de destilacion de
250 mL y se calentd a 100 °C con agitacion constante. En un vial aparte se disolvieron 104,5 mg de
Citrato detrisodio - 2HO (3,6 x 1@ moles, ratio molar 7:1 Citrato:Auen1 mL de agua ultrapura.

Cuando la disolucion de Acido Tetraclorodurico alcanz6 el punto de ebullicion, manteniendo
agitacion constante, se afiadi6 la disolucién de Citrato de Trisodio dosificada en 4 fracciones (de 250
>L cada una), cada dosis separadayoperiodo de & 10 segundos. Este fraccionamiento evita una
reduccion y aglomeracion masivas de atomos oro, que darian como resultado nanoparticulas
demasiado voluminosas.

La reaccién completa tarda aproximadamente 8 minutos, transcurso en el cuablizcidia cambia
de color de forma secuencial, tal y commdemos observar en la figura.10

Una vez haya adquirido un color rojo carmesi, dejamos enfriar la disolucion a temperatura ambiente.
Se guard una alicuota de 3 mL para posteriores analisis.

Dorado k - Transparente | | Gris Oscuro Violeta Rojo Carmesi
(t=0seg) (t=30seg) (t=2 min) (t=4 min) (t=8 min)

Figura 10Cambio secuencial de colores durante la sintesis de AuUNPs.

2. Conjugacion de<Cisteina lfnker) alas AUNPs (AuNEYys)

El mecanismo molecular que se siguié papajugarlas AuNPs cotxCisteinaesta ilustrado en la

figura 11. La Cisteina atfila como linker para la posterior funcionalizacion de la AuNP con
Raltitrexed.

0.0 °

oH . N

o g oH 0
@ 0 =z *FoH a oH
ot o o NH:
o 4 o+
[T o~0
o

NH; S /‘{L
03&4 ! 5 N o
SH oH s
%% o S M2 /S’\h)kOH
0 o] b

1;&«« NHz OA\tNHz Hz + +
Ma+ h P ko) o > : .
Au 6 H . B si AuNP - + Citrato + Na + H
o o Formacion enlaces o

HO, A L e
a o . ” covalentes Au-Cys Hoxn/'\,S s oH
d L - 0 oo e} /! A

o o 5o o HMN 5 S HaN I)

ot o

o e o 0

Figura 11Conjugaciorde las AuNP conCisteina. Las moléculas d€isteina desplazan la capa de Citrato al form
fuertes enlaces covalentes con fbitaleshibridosébd-6< de los &tomos de oro presentes en la superficie de las A
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Se prepar6 en un vial aparte una disolucion compuesta por 6,15 mdCigdina (5,08 x Tamoles,
ratio molar 1:1 Cisteina:Audisueltos en 1 mL de agua ultrapura. Una vez la disolwtit las AuNPs
haya alcanzado la temperatura ambiente, se adiciona la disolucion-Gistdina dosificada en 4
fracciones (de 256L cada una), cada dosis separada por un periodo ¢d® segundos. Se dejé
agitando la mezcla a temperatura ambiente dusa4 horas. La disolucion adquiere un color azul
gris oscuro.

Al dia siguiente, dicha disolucién se repartié equitativamente entdlogs Falcon de 50 mL y se
realizaron 3 centrifugaciones a 200 g durante 5 minutos gar&entrar y purificatas AUNFCys
cada vez resuspendiéndolas mslyavemente en agua ultrapura. Ambas fracciooescentradase
juntaron, se resuspendieroen 10mL de agua ultrapurg se sometierona dialisis durante 3 dias
(filtro SnakeSkin® Dyalisis TubiddWCO 3,500 g/mdl Finalmate, la disoluciorfiltrada se sometid
posteriormente a una liofilizaciém-356C durante 3 diasas(LiofilizadoNVirtis Advantagg

A pesar de que la liofilizacién es un proceso de deshidratacion suave, las AUNP son extremadamente
labiles y el estréggenerado en dicho proceso provoca una pérdida considerable de muestra,
obteniéndose Unicamente un 30% de los 10 mg tedricos esperados. Por esta raz6n, nos vimos
obligados a repetir todos los pasos descritos en los apartados 1 y 2 hasta cuatro vecesdpara p
obtener producto suficiente y asi llevar a cabo las pruebas posteriores.

3. Funcionalizacion de las AuNBys con Raltitrexed (AuNEysRTX)

El mecanismo molecular seguido para la funcionalizaciéon de las nanopartmulBRslttrexed RTX)
se ilustra era figura 12:

Y ) |
Raltitrexed N\T/\V// N 8
[ ‘ -3
;s o)
1l \\/ N DCC \&\ !
N\TL\/LVN\\ s, . o NH O N
) 7Y
o ~ - ( [ OHN
P —> " > -
SNLp NGl o |
¢ % / w ¢ "
O= J iy o) nic
ol NHS
& O N0
“‘f“\n’“\\| |
N A AN NS
O e i S
Raltitrexed—4 0 S o) LY
( Jl A
¢ NH -
‘N HO_X. 25 AuNP 3 0 Nf"_//o
\ / = TN
s Q ( ™\, , AuNP
o] e ) NH
< Ho

Figura 12Mecanismo de reaccion para la funcionalizacion de las AuNPs con Raltitrexed (RTX). El centro elec

grupo carbodiimida del DCC es atacado por un grupo carboxilo del RTX, formando un éster. Dicho ésteadendos

el grupo alcohol del NHS, formando un buen grupo saliente y favoreciendo la formacion de una amida entre ¢
carboxilo del RTX y el grupo amina de una de las cisteinas ancladas a la AUNP.
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En un balén de destilacion de 50 s introdujeron 5 mg de Raltitrexed - ;04(1,0 x 10 moles)
disueltos en 1 mL de DMSO y se afadieron 15,5 mg de DCC (7,m8ld$) y 1,7 mg de NHS (1,5 x
10° moles) previamente disueltos en 2 mL de agua ultrapura. Se adicionaron posteriomaeate

de las muestras liofilizadas de AuKs 4 muestras en nuestro casb,2 mg en total), previamente
disueltas en 5 mL de agua ultrapuEd pH de la mezcla se ajusta a 8,5 con unas gotas de NaOH y se
agita a 37 °C durante 24 horas.

Al dia siguiente, lanezcla anterior se sometié a dialisis durante 3 dias (ffinakeSkin® Dyalisis
Tubing- MWCO 3,500 g/mgly se sometié a una liofilizacién-2b 6C durante otros 3 diamas En
nuestro caso, el rendimiento de esta liofilizacion fue muy bajo, obteniéndogamentes,55 mg de
muestra deshidratada

Caracterizacion de las AuNPs

1. Espectroscopia UV/Visible

Se analiz6 la radiacion electromagnética absorbida por las muestras@itrisi®®, AUNFCys y AuNP
CysRTXdisueltasen agwa ultrapuray sometidas asonicacion para romper al maximo los agregados
reversibles con una concentracion de 0,5 mg/1,5 reh)un rango déongitud de onda d&00 a 800

nm, con el objetivo de estudiar las fluctuaciones del Plasmén de Resonancia de dichas nanoparticulas
en funcidondel tipo de molécula unida covalentemente su superficie.Para ello s utilizé el
espectrofotdmetroShimadzu RB301PC

2. Potencial Zeta y Diametro Hidrodinamico

9f t 2GSy OAlLft %SGF 06y 0 AY RAGdvenfedond® asErSdikBeyséslds RS L
nanoparticulas y la capa de fluido que estad adsorbido a la superficie de la nanoparticula. Cuanto
YF&@2N) aSl St @rt2N oaz2fdzi2z RSt v3I YIF&2NJ Sadl oAt
parte, el Diametro Hidrodindrod de las nanoparticulas se calcula mediante la aplicacion de la
técnica de Dispersion Dindmica de Luz (DLS), la cual nos permite calcular la distribucion de tamafios

RS & ylFIy2LF NIGNOdzZ & Sy &dzalLlSyaisyd { StoSaiddzRAs
Hidrodinamico de las muestras AugRrato, AUNPCys y AUNEYsSRTX Sndas pruebagueron

realizadas mediante el instrumentsllalvern ZetaSizer Nano.ZS

3. FHIR

La Espectroscopia de Infrarrojos con Transformada de FouriR)IEE una técnica muitil (aunque

con menos valor informativo que uiH-RMN) que permite analizar la energia absorbida por una
molécula excitada con fotones cuya energia emtnael espectro del infrarrojo (nimero de onda de
400cm™ a 4000cm™). Dicha absorcién generara una serie de vibraciones en los enlaces moleculares
(estiramiento, tijereteo, aleteo, balanceo y torsibn) que podran ser registradas y ordenadas.
Visualizando dicho espectro se podra comprobar si ha habido una interaccionlemxeNP y el
farmaco. En este trabajo se analizaron los espectros IR d€iktdina, el RTX, las Aulli’s y las
AuUNRCysRTX, mediante el método de empastillamiento con KBr, usando el espectrost®pio
infrarrojosBruker Tensor 27

16



4.'H-RMN

La ResonanaiMagnética Nuclear de Protone${RMN) es una potente técnica que aprovecha las
propiedades electromagnéticas de los protones para obtener informacién muy precisa sobre la
estructura de una molécula. Los protones de la molécula en estudio se excitaanteedn fuerte

campo electromagnético y se registra la energia desprendida por estos protones una vez vuelven a su
estado energético relajado. En el presente estudio se analizaron los espectrésRMN de la
muestra AUNFCysRTX liofilizada (disuelto @d20:DMSO deuterado), del Raltitrexed libre (disuelto

en DMSO deuterado) y una muestra AuB¥BRTX mas concentrada, producto de una nueva sintesis
(disuelta en DMSO deuterado). Para ello se utiliz6 el ap&matker Avance 300 MHz

5 TEM

La Microscopialéctronica de Transmision (TEM) es una técnica que nos permite obtener imagenes
de alta resolucion a escala nanométrica aplicando un haz de electrones sobre la muestra. Esta
técnica se utiliz6 para calcular el diametro real de las nanoparticulas presntasnuestra AuNP
CysRTX. Para ello si hizo uso del Microscopio Electrénico de Transhhisi®gHI| 800 ABS

6. Andlisis Elemental

Con la finalidad de conocer el nimero de moléculas de Raltitrexed unidas a las nanoparticulas de
oro, se enviaron 2,1 mge AuNPCysRTX liofilizadas a la Universidad Complutense de Madrid
(Centro de Asistencia a la Investigacidn) para realizar un Microanalisis Elemental CHNS.

Viabilidad celular in vitro

La linea celular escogigiara estudiar el potencial anticancerigeno de las AGNSRTX fue 1&ICT
116 (carcinoma colorrectdhumang con nivelesde receptor de folatoh relativamente bajos>,
cortesiade la Dra. GwendolynBarceléCoblijn (IdISPa, Hospital de Son Espaséss células se
cultivi N2y Sy Y SR jndicaicd ereadidd olicpyon FBS al 10%.

Para llevar a cabo el ensayo dabiiidad celularlas células HCT116 se sembraron en placas de 96
pocillos a una densidad de500 célulafocillo en200 > [de medio McCoy 5ATras 24 horas de
incubacién a 3®C, las células fueron tratadas durarité, 48, 72 Y96 horas con Raltitrexelibre
(2000, 1000 y 250 nMAUNRCysRTXcantidad equivalente a 2000, 1000 y 250 nM de Raltitrexed) y
AuNRCys (cantidades equivalentes a lasAUNPCysRTX)Por motivos de baja solubilidad, sendas
muestras fueron resuspendidas ema mezcla HD:DMSO (10:1), donde el DMSO presenté una
concentracion final por pocillo de 0,12% (v/v).

La cantidad de Raltitrexed en tauestrade AuNPCysRTX seestimd a partir del Microanalisis
elemental CHNS de la misnfade infrg, calculando el porcentaje de Raltitrexed unido a dichas
nanoparticulasPor otra parte, la cantidad de AuNIy's se calculd a partir del peso denauestras

de AuNPCysRTX equivalentea 2000, 1000 y 250 nM de Raltitrexed.

17



La viabilidad de estas células mgantific por luminiscencia mediante giroducto CellTiterGlo®
(Promega)’, basado en la reaccién de oxigenacion de la luciferina catalizada por la luciferasa en
presencia de Mg, ATP y © Cuantomayor sea la viabilidad celular, mayor sera la concentracion de
ATP y, por consiguiente, mayor luminiscencia generara la reateéidominiscencia se cuantifico en

el lumindbmetroSynergy H{BioTek®).

Finalmente el analisis estadistico se llevé a cabaimate el software Excel (Windows®) aplicando la
prueba de distribucion T de Studerbfdiferencias significativas sileNalor < 0,05).

x8 2R001 OAAIT O

Sintesis v funcionalizacién de las AUNPs

1. Espectroscopia UV/Visible
Los resultados se muestran en la figura 13. La muestra Qo muestra un maximo de

absorcion bien definido a 523 nm, tipico del Plasmén de resonguneigresentan las nanoesferas

de oro. Sin embargo, las muestras AuBiB y AUNEEYsSRTXmuestran unrango de absorciéon muy
amplio, con maximos de absorcion poco definidos a 634 nm y 572 nm respectivamente. Estas
diferencias en el perfil de absorcion indicague ha habido cambio®n la superficie de la
nanoparticula debido a la unién covalentedistintas moléculasobreésta

Absorbancia UV/Visible
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Figura 13(Izquierda)Espectros de absorbancia de las muestras AGKHato, AUNFCys y AUNZysRTX(Derecha)
Fotografia de las muestras disueltas en 1,5 mL de agua ultrapura.

2. Potencial Zetay] y Diametro Hidrodindmico

9f v @& RSt 5AtYSGNR | ARNRPRAYI YAO2 RS fCitamoyl y2 LI
presenta un pequefio didmetro hidrodinamico y un gran potencial zeta (en valores absolutos), lo que
indica una gran estabilidad y baja tendencia a la agréganieversible de las nanoparticulas (gracias

a las cargas negativas de las moléculas de citrated@sorbidas en la superficie de la AUNP).
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Encuantoa AuNP & 23X Sf v  S(debidodQierion¥odmadoNbr el grupo carboxilo y
amino de las cisteinas), indicando que dichas nanoparticulas son inestables y tenderdn a agregarse
irreversiblemente con el tiempo. Por otra parte observamos ualidmetro hidrodinamico ha

aumentado, lo que indica quedananoparticulas interactian entre si electrostaticamente, formando
agregados

Tabla 4. Potencial Zeta y Didmetro Hidrodindmico de las 3 muestras de nanoparticulas

AuNP-Citrato -42,5 19,9
AuNP-Cys -27,3 137,8
AUNP-Cys-RTX -46,2 135,9

Finalmente, el RS f-CydRTX idrica que son nanoparticulas muy estables en disolucion
(gracias al grupo carboxiéxtra del Riltitrexedy a la formacién de un grupo adiai sin cargppero a
pesar de ello, el diametro hidrodinamico muestra que las nanopartiéodasn agregados.

3. FFR

El espectro de absorbancia en el infrarrojo de AWYBRTXfigura 14, izquierdg)resenta una serie

de cambios clave respecto al esfre de AuNFCys indicando que la funcionalizaciércon el
medicamentaha tenido lugar:

f Bandanueva en 3330cm* en AUNFCysRTX, que puede indicar farmaciénde un grupo
amida.

f La banda anchde AuNFCys (159m™) ha desaparecido, dando lugar a dmndas muy
fuertes y diferenciads en ANRCysRTX (162¢m™ y 1580cm?), indicando la aparicién de
grupos carboxil@xtras sobre la nanoparticula

§ Aparicion de dosnuevas bandas en AuNFCysRTX (131Zm® y 124 cm?), que se
correspond® a un anillo amatico, presentetinicamente en el RTX (figuid, flecha negra)

1
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g g
+ 09 & 8
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+ 0,85 g E
[ g
- =
——AuNP-Cys-RTX [of ——RTX Ubre
2 + 01
AuNP-Cys e Cyrs Libre
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Nimero de Onda (cm'j] Nimero de Onda (cm'l)

Figura 14Espectros de absorbancia en el infrarrojo de las nanoparticulas-BysRTX y AuNBYys (Izquierda) y de Raltitrexec
Cisteina libres (Derecha). La flecha negra indigaidos correspondientes al grupo aromatico del Raltitrexed unido a la Au
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4.'"HRMN

El espectrdH-RMNde AuNPCysRTX no muestraignos de contaminacioni restos de Raltitrexed

libre, aunque no se puede detectat Raltitrexedunido a la AuNPdebido a lapoca cantidad de
muestra disponible Para comprobar si la funcionalizZatimediante este método es correcta, se
sintetiz6 aparte unas nuevas AWIRSRTX y se analizé a mayor concentracion su espagtRMN,
comparando su regién aroméatica (matura naranjade la figura 15, de 8.4 a 7.2 pproon el
espectro’H-RMN del Raltitrexed libre. Esta comparaciéon nos permite observar que las bandas de
dicha region aromatichanvariado, indicando quia union entreel RTX y la AuNP ha tenido lugar.

5. TEMy calculo del diametro real de las nanoparticulas

Analizanddiversas imagenes de las AuBPsRTXomadas mediante TENdbodemos confirmar que
dichas nanoparticulas presentan un diametro medio de 144 nm. Ademas, estas imagenes nos
permiten explicar los resultados obtenidos a partir del Diametro Hidrodinaraide éupra, donde
las AUNFCysRTX tienen una tendencia a agregarse reversiblememére ellas al estar
concentradasa pesar de presentam elevado potencial zeta (ver figura 15).

Figura 16(Izquierda)imagen de TEM de la muestra AuRSRTX a 150.000 aument@Berecha)Diagrama de Caja qu
muestra la distribucion de tamafios de las nanoparticulas en cuartiles (Q1, Med®)alyos bigotes se extienden has
los diametros minimo y maximo.
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