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—  con informe de busqueda internacional (4Art. 21(3))

La presente invencion se refiere a una cobertura de nanotubos de carbono para su empleo como sistema de anclaje a la membrana
celular y de transporte hacia el citosol de dispositivos micro-nanométricos con actividad terapéutica. Asimismo se contempla una
composicién que comprende a) un dispositivo micro-nanométrico con actividad terapéutica, y b) una cobertura de nanotubos de
carbono que recubre al dispositivo micro-nanométnco. Finalmente se contempla dicha composicién para su empleo en terapias
antineoplasicas y terapias dirigidas a alteraciones del sistema nervioso.
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DESCRIPCION

Cobertura de nanotuboes de carbono para su emplen como sistema de anclaje de
disposiHivos nano y micrométricos con aotividad terapdulica.

Ohieto de la invencion

La presente invencidn tiene su campo de aplicacion dentro del sector sanitaric, en concrelo,
s refiers al empleo de coberturas de nanctubos de carbono como sistemas de anclaje a ia
membrana celular v de transporte hacia el citosol de dispositivos nano y micromeatncos con
actividad terapéutica. En parlicular se contempla su aplicacién en terapias neoplasicas y en
ferapias dingidas a atsracionss del sistema nevioso.

Antecaedentes de la invencion

El Cancer es una enfermedad allaments haterogénea donde algunas células que se dividen
rapidamente  escapan a lodos los mecanismos de control gendlico, resultando en
rnumerables mutacicnes aleatorias (Navin ef af "Tumor evolution inferred by single ceff
sequencing’, Nature 2011, 472 80-84), Algunos de estas mulaciones son incompatibles
con fa supervivencia celular, pero ofras proporcionan veniajas gendticas sustanciales que
nevilablemente conducen a una resistencia a diferentes farmacos. Como resultado, las
terapias dirigidas a genes o proteinas son sdlo efechivas de forma transitoria hasta que
surgen nuevas adaptaciones ¢ mutaciones celulares que eluden el efecto del farmace. Por
esta razén. la resistencia genétics a la quimiolerapia es uno de los problemas a los que se
enfrenta ia farmacoiogia a medio plazo.

Como resultade de la resistencia, cada vez hay gue smplear mayores dosis de farmacoes
para garantizar la sliminacion-de las células mds resistentes del tumor. Estas dosis altas
muchas vecas son inviables debido a su toxicidad.

N

Por g;emplo. ef paclitaxel {taxcl®) favorece i3 estabilizacion de los microtlbulos v provoca la
muerte de las celulas que se dividen activamente como las células del cancer. Pero, a pesar
de ser uno de los agentes antitumoraies mas empleados en las dltimas décadas, el
pacltaxel tiene numercsas desventajas. como su insolubilidad en disolventes salinos. A
nivel sistémico todos estos farmacoes tienen ademas innumerables inconvenientes pues son
inhibidores de la proliferacion de todas las células del organismo. lo cual tiene importantes

efgcios secundarios en gl pacienie que 8s tratade.

En la aplicacidn dirigida de terapias. e emplec de nano-dispensaderes dingidos permitiria
gue. por ejemplo, farmaces que no son solubles en disolventes fisiolégicos debide a su
hidrefobicidad, legasen intacios a su zona de aplicacion. £n este sentido, la nanolecnologia
proporciona alternativas compielamenie novedosas

En olras areas terapéuticas. como las enfermedades neurodegenerativas, el fracaso clinico
de muchos candidatos farmacoidgicos es a menuds atribuible 2 los métodos de entrega
{delvery} que no alraviesan, por gjemple, la barrera hematoencefalica (BHE). En of caso del
cerebra, se restringe la difusidn pasiva de muchos farmacos, lo que constituye un obstacuio
impurtante en & tratamiente farmacoldgico del sistema nervioso central (SKNCY Por tanto,
los metodos que puedan mejorar @ administracion de farmacos al cerebro y al sistema
Nervioss son de gran interés farmacéution.
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Existen varios sistermas de lerapia que utilizan métodos no invasives, inciuyendo la
manipulacién de drogas que abarca la fransformacion en andlogos lipdfios. los pro-
farmacos, la administracion gquimica de farmacos, 12 administracion de farmacos mediada
por vectores de entrega receptor ¢ madiada por farmacos y administracion de farmacos por
via intranasal, que explota las vias neuronales olfativas v del trigémino para admimnstrar
drogas ai cerebro.

For ofro ladn, también se emplean métodes invasivos come 13 administracion de farmaces
infracraneal directa por intra-cersbro-ventricular, infracerebral o adminstracion intratecal
despuss de crear aberturas reversibles en {3 cabeza Todos estos mefodos conlievan un
riesgo bioldgice importante de mode que, actuaimente, se contemplan otro tipe de
fratamientos, como las terapias dirigidas, para conseguir que dichas ierapias pusdan
accaeder a nivel transcranes! al cerebro. o o las células del sisiema nervioso periférico
Algunos de estos mecanismaos se basan en la endecitosis mediada por receptores.

Algunos patdgenas, como virus y ciertas baclerias, entran en ¢ sistema nervicso central
logrando el paso fisico directo a través de células endoteliales ¢ neuronales para infectar &f
cerebro empleando receptores. Tambign existen toxmas que preferenfements interactuan
con tipos aspecificos de células para glercer una ampha gama de efecios boldgicos en las
neuronas periférncas y centrales. Los mecanismos de inleraccion de esi0s microorganismaos
o de las toxinas con ias céiuias del sistema nervieso se pusden ulilizar para disefiar lerapias
que puedan entrar en ef sistema nerviose a modo de ligandos, generando innumerables
disafios de nanovehiculos.

Los nancfilamentos en genseral, v los nanctubas de carbono (NTCs) en particular. son muy
gstables quimicamente. Como todos los nanomateriales disponen de una relacion
superficie/peso extracrdinaria (aproximadaments 1000-2000 m* por gramo de material}

Los NTCs representan una cdlase de materiales allamente versdtiles qus muestran
propiedades mecdnicas, &rmicas v electrémoas muy interesantes. Los NTCs son capaces
de atravesar lejidos v peneltrar en & inlerior de las células por diferentes meganismoes,
fundameantalmente por endocitosis (Sh ef &l "Cell enlry of one dirnensional nanomalerials
ceours by tip recognition and rotation”, Naluwre Nanolechnology 2011, 6, 714-718 Lacerda et
al. “Translocation mechanisms of chemically funchionabsed carbon nanctubes across plasma
memfvanas’. Biomateriale 2042 33, 3334-3343). La entrada de les NTCs en o célula
daepende de las mcléculas que even adheridas a su superficie Juncionalizacian).

Las NTCs al enfrar en coniacto con sistemas biologicos se recubwen (gs decir, se
fungionalizan}) con los compenentes de éstos, constifuyvendo la llamads “bigooronag’
{Saptarshi of &l “Inferaction of nanocparticles with protens. relation to bio-reactivity of the
nanoparkicie” Jouwrnal of Nanobictechnology 2013 11, 26}, Esta biocorona graporciona a los
NTCs propiedades biomimeéticas v hace que 1as céluias os capturen aclivamente hacia su
interior via receptores de membrana {(Kosfarelos ef af “Celivlar uptake of funclionalized
carbon nanotubes i indspendent of funclional groug and cell type”, Nature Nanolechnology
2007, 2 108-113) Existen muchos trabajos gue muesiran como la cubieria profeica puede
modificarse para dirigir los NTCs a dianas especificas v asi conseguir redirsccionar estos
nanomateriales hacia células diana, por ejempio que exhiban ligandos gue iMeraccionan
con 1as calulas del cancer Esta invencidn aprovecha estas propisdadss de los NTCs para s
disefic de nuevoes nano-disposilivos de terapia dirigida v accidn intracelular.

La funcicnalizacidn de o0s nanofilamenios con proteinas permite modificar tas propiedades
fisicas de la superficie de estos nanomateriales, como son la solubilidad v dispersabilidad.
2
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fundamentales para que puedan ejercer sus propiedades bioldgicas, permitiéndoiss tener
una mejor interaccidn con o8 receptores {muoléoulas bioldgicas) de las membranas de las
céiulas del cdncer (ES2478783B2)

Anta ia necesidad existente de terapias dirigidas alternativas, los autores de ia presente
nvencion, tras un importante trabajc de experimentacidn, han desarrolado una nueva
composicion de NTCs a modo ds recubrimiento: una cobertura de NTCs en forma de corona
nara facilitar ia entrada de micro y nancdispositivos al interor de las células.

Dentro de esta aplicacidn, en e estado de i técnica sxisle ademas gran interés por los
sistemas de liberacion de farmaces encapsulados en nanoparticulas que protejan los
farmacos de a degradacicn y que, combinados con meétedos fisicos, incrementen de forma
significativa 1a penetracion del farmaco en las células disna (por gjemplo, en el tumor},
actuando como vehiculos del mismeo (Slephdnia Fleury Taveira and Renata Fonssea Vianna
foper (2071} Topical Adminisiration of Anticancer. Orugs for Skin Cancer Treatment, Skin
Cancers - Risk Faclors, Frevention and Therapy, Prof. Caterina La Pora (Ed ), ISBN: §78-
883-307-722-2 inTech, Availabie from: hipdwww infechopen Comybooks/sRincancers-rigk-
factors-prevention-and-therapyfopical-adnunistration-of-anticancer-drugs-for-skir-
cancertrsatment).

La compesicion de a presente invencidn, supone un smporante avance en el estado de ia
téenina, va que, a diferencia de lo divuigads hasta sl momente, los NTCs actdan por sus
propiedades como anclaje de micro y nanccépsulas en la superficie celular, favoreciendo
posteriorments 1a salida de sstos dispositives desde s endo-lisosoma y/o fage-lisnsoma al
interior celular, donde se produgiria ia liberacitn progresiva de diferentes terapias como
farmacos o acidos nucleicos, por ejemplo de ARN de interferencia

La composicidn de la mvencion presenia por tanto impordanies aplicacionss clinicas,
pudigndose amplear en el tratamiente adyuvanie o neoc-adyuvanie de muchos tipes de
canceres o tumores, a fravés de diferenies vias de aplicacidn, asi como en terapias dirigidas
a oiras patologias, como las de! sistema nerviosa.

Descripelon de ias figuras

Figura 1.- Diagrama de mecanismo de enfrada v libsracidn intracelular de ios disposilives
modsio rodeados de {a coberiura de NTCs.

Figura 2.- imagen del nancdispositive modele recublerto de 1a cobertura de NTCs con
microscopia electrénica de transmusidn {(zda } v de barrido {dcha )

Figura 3.- Imagen de micrascopla electronica de bamido gue mueastra la interaccian de 1a
sobertura de NTCs con {a superficie celular

Figura 4.- Imagen del nanodispesitive liberado a nivel citosdlice. lzguierda imagsnes de
microscopia confocal tomada en un plano £ de las cdiulas donde se mussira como 0s
nanodispositivos estdn localizados en ef citoplasma ceiular a 1a altura del niclec. Derecha:
medida de! diametro de los nanodispositives intracelularmente

Figura 8.~ lmagen dal nanocdispositivo iberado a nivel citosdlico fuera dg las vesicuias
gndolisnsomales. a) localizacion de los lisosomas de ias células medianie tincidn especifica
{acridina naranja). b} lecalizacidn de ios nanodispositives en el cdaplasma.

Figura §.- Imagen de céiuias Hela traladas con nanodispositivos que liberan ia terapia
3
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{colorante) ras su sometimiento a las condiciones reductoras de los endo-Hsosomas.

Descripcion de la invencidn

En base a ias necesidades de i3 téonica en relacidn con la bisgueda de terapias dingidas
alternativas, los aulores de la presents invencidn han desarrollado una composicion
formada por un dispositive micre-nanométrico con actividad terapéutica, rodeado por una
coberturag de nanctubos de carbono gus o recubre,

En esta composicidn, la cobertura de nanotubos de carbono actia como sistema de anclaje
5 la membrana celular v de transpore haciz & oiosol del dispositive con actividad
ierapdutica.

e ssta forma, esios sistemas de terapia estén dingidos por los NTUs qus, funcionalizados
con ligandos determinados. son capaces de introducir 185 lerapias en delerminadas céluias
de forma sslectiva, v asi lograr altas concentraciones de farmacos. agentes de contraste de
imagen, bicterapias U otres 2 nivel intracslular, proporcionanda una mejora del rendimiento
terapéutico a nivel iocal vy disminuyends ios efectos secundarios no deseados.

Los nanctubos de carbono que forman ia coberiura puedsn ser tanto multipared comg de
una sola pared. v pusden tener un diametro desde 1 a 100 nm y una longitud desde cienios
de nanometros a micras.

La funcionalizacidn de los NTCs pueds llavarse a cabo con ligandos, en particular proteinas,
péptidos, acidos nucleices, oligosacandes o pegueias moldoulas, que se unsn a receptores
celuiares de cuslquigr naluraleza, permitiendo direccionar los microe-nanpdispositives a ias
céluias diana En realizaciones prefendas de la composicidn de la pressnie invencion, los
NTCs se funcionalizan con proteinas. En particular, la funcionalizacidn se pusde llevar a
cabo con suers, o gue permite modificar las propiedades fisicas de 1a superficie de esios
nanomaterniales. como sen 13 solubilidad vy dispersabiiidad. gue son fundamentaies para que
puadan siercer sus propiedades biclogicas, permiténdoles fener una mejor interaccidn con
los recepiores {moléculas biclogicas) de las membranas de las células del céncer.

Estas protsinas hacen gue las céiulas reconozoan especificamenta a los nanotubos de la
cobertura de la micro-nancestructura coma aige propio, endocitdndoios activamente, de
forma gue, una vez sn e ciosol celuiar, pusdan actuar de numerosas formas. Si los
nangtubos se enguantran libres {(no unidos al dispositive terapautics} interfivieren con los
procesos dinamicos de los micrettbulos formando haces. Cuando esto oourrg, 1as células
an division que pracisan de una dindmica microlubular muy activa se quedan blogueadas en
metafase y lerminan por maoriv.

Asrmismo, 88 posible funcionalizar los NTCs recubrigndolos con ofre tipo de proteinas o
péptidos. por ejamplo ias protgings de inferacaidn de tipo microbiolégice gque emplean
algunos paRidgenas, como virls vy cigntas baclerias, que faciitan la entrada al sistems
nervicso central, o clertas toxinags que preferentements interactian con lipos especificos de
celulas para sjercer una amplia gams de efecios bisldgicos en ias neuronas pariféricas y
centralas. Los mecanismoes de interaccidn de esios microorganismos ¢ de ias foxinas con
las céluias del sistema nerviose se pueden utilizar para disefiar teraplas que puedan entrar
g e sistema nervioso 2 mode de ligandas. permitiendo el disefio de nanovehiculos “a la
carty”

Loe dispositivos con acbwidad terapéutica empleados en 3 composician de g invencion
4
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presenian dimensiones, que van desde sf rango de los nandmetros hasta incluso &l de las
micras, siendo Gtiles en la administracian de composiciones para ef tratamisnto de tumores
y otras patologias.

Los micro v nanodispositivos pueden estar compuestos por micro-nanoparticulas huecas o
saiidas recubierias, total o parcialmente, por los nanoctubos de carbono. Las huscas pueden
inclulr 8n su interior diferentes terapias, como farmaces ¢ acidos nucieices tipe DNA o
RNA, para su posterdor liberacidn, Las sélidas podrian ser de diversas naturalezas con
potencial terapéutico, por sjemple nanoparticulas gue se calienten por efecltos de
radiaciones infrarrjas, campoes magnéticos, nanoparticuias con efectos biocidas, sto.

La cobertura de nangtubos de carbone {(NTCs) se puede unir al dispositive micro-
nanomatrice por medio de:

i} eniaces covalentes,
ii} polimeres biodegradables,
i) enlaces sensibles a procesos de reduccidn en el lisosoma, ©

iv) enlaces sensibles a la accion de ias enzimas del lispsoma, las llamadas
hidrolasas acidas. Esias enzimas 560 estén activadas en ¢ lisosoma v en los
compartimentos membranosos de las rulas degradativas intracelulares

En aquelias realizaciones en las que 13 cebertura de nanotubes se une al dispoesitive micro-
nanomatrico por medic de eniacss covalentes {i} ios nanotubos a su ver pueden llevar
anclades farmacos v/o ligandos a sus paredes mediante enlaces sensibles a procesoes de
reduceion {8-3, puentes disulfure) o enlaces cuya ruplura sea catalizada por enzimas del
lisosoma (enlaces amida ¢ enlaces peptidicos) La ruptura de los enlaces sensibles a los
procesos de reduccion (8-8) ocurre an ins camings de entrada de la célula (sndosomas-
endolisgsomas).

En base a la cobertura de nanctuboes, v 8 su emples como anclale del disposiive microe-
nanometrice 2 @ membranz celular, los autores de la invencidn han desarcliade
composicionas con aplicaciones diferentes:

Cobertura de NTCs para el anclaie v enirada de dispositives migig-nanometricos oon
actividad lerapéutica an céluias dians

En esia realizacion particular de {8 composicidn de la invencion, {a cobertura de nanotubos
estda estgbiements fijada a la superficie del dispositivo micro o nanométrico mediante
enlaces covalentes. Dichos enlaces covalentes sa lievan a cabo a través de una aminacion
{por giemplo mediants el uso de aminopropd timetoxisilano, APSY de ia superficie de los
dispositives micro-nanomeatnicos combinada con una reaccidn de Steglich ¢ método
carpodimida. De esta forma, 12 union se realiza mediante &l enlace antre of grupe NH: del
nanodispensador y el grupo COO0H de los NTCs

Alternativaments, también se pusden uliizar métodos de ofick chemistry para el anclajs de
los NTCs a los disposiiivos migre-nanométrices {en panicular la cicleoadicién calalizada por
cobre entre azidas y alquings, CudAC) La ofick chemisiry se define como una harramignia
quimica para gensrar sustancias de forma rapida y fiable al unir peguefias unidades enire
sty gue ingpirada en la naturaleza no responde a una reaccidn especifica.

La naturaleza de sstos enlaces covalentes permite gue los NTCs no se desprendan a la
enirada en el citosol celular

(€]
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£ esia realizacion de la composicidn de la nvencién, la cobertura de NTCs rodea por
completo al dispositive micro-nanométrico actuando asi como sistema de anclaje a la
membprana celular, v facilitando a su vez ia liberacidon de la droga en el citosal de las celulas
diana.

Cobertura de NTCs para el anclaie. enirada v liberagién intravesicularcitoplasmica _de
terapias en cdlulas diana en base 3 condicionss reductoras,

En esta reahlizacidn particular de la composicidn de la invencion, los NTCs de la coberlura,
ademas de estar fijados a la superficie de los dispositivos micro-nanometricos mediante
enlaces covalentes, llevan unidos, mediante enlaces sensibles a los procesos de reduccidn
en g lisosoma ¢ enlaces cuya ruptura sea catalizada por enzimas del lisosema, terapias
{farmacos y/o ligandos) que se liberaran a nivel infracelular.

Las terapias y/o ligandos se anclan a ias paredes de los NTCs mediante estos eniaces
sengibles a procesos de reduccidn infraceiuiar, como son o8 puentes disulfure (8-8) nej
mediante e use de cistaming, ereando asi este enigce sobre Ia coberiura de NTCs, aungue
también se contemplan ofras esifrategias basadas en la guimica organica, o mediante
eniaces cuya ruptura sea catalizada por enzimas del sosoma, facilitando su liberacidn,

Cobertura de NTCs para of anclaje, sntrada v liberacion intracelular de NTCs para terapia
ciiotéxica

En esta realizacién particular de la composicién de i3 invencidn, los dispositivos micro-
ranométricos pusdes estar anclados a los NTCs mediante.

a) polimeros bicdegradabies, ©

b enlaces gue son sensibles a proceseos de reduccidn en el lisosoma o enlaces cuya
ruptura sea catalizada por enzimas del lisosama,

En la opcion a), fos NTCs se fijan al dispositive micro-nancemétrice mediante el emplec de
poiimeros bicdegradables. como son los polielecirolitos cargados biodegradables, que
liberan los nanctubos de forma dirigida y controlada al degradarse {por gemple, dexirano
sulfate de sodin ¢ ciorhidrato de poli-L-arginina). A su vez, ia cobertura de NTCs recubrs,
total o parcialmente, al dispositive comoe sistema de anclale a 1a membrana celular,
facilitando ademas ia liberacidn de la droga contenida en el dispositive an el citosol.

En fa opeitn bl los NTCs se fian al dispositive micro-nanomeétrico mediants enlaces qus s8
rompen en madio reductor, como pusdan ser los puenies disulfure (8] cistamina), ¢ enlaces
cuva rupiura sea catalizada por enzimas del lisosoma, provocande 13 kberacion da ios
NTCs fguaimente, la cobertura de NTCs sirve como sistema de anclaje a la membrana
celutar v permils la liberacién de 12 terapia en af cilosol En este caso, los dispositives, que
Hevan unido s su superficie {3 cobertura de NTCs, por accién de los enzimas y el pH
intraceiuiar, iberaran su recubrimiento de NTCs entre 48-72 h aproximadamente desde la
legada a nivel intraceiular, para que los NTCs efectien su acoidn antiproliferativa

Er ambos ©as0s, i3 accidn terapéutica derivaria de i@ combinacidn  del efecio
antipraliferativo de los NTCGs vy de ios agentes neopldsicos comfenides en oS
nancdispensadores, al ser ambos liberados.

La composicidn de la mvencién presenta importanies aplicacionss clinicas, pudidgndosse
emplear en terapias antingoplasicas, en el tstamiento adyuvanie ¢ nec-adyuvante de
muchas tipes de canceres o tumorss, a través de diferentes vias de aplicacidn, asi como en
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terapias dirigidas a ofras patologias, como las del sisiema nervioso, las del sistema
respiratorio. ias del sistema digestivo y, en general. a cualquier tejido u drgano

EJEMPLOS

Eiempio 1 Obtencion de particuias de SiOZ2@dyeONTCs:

Sintesis de los dispositivos nanomelricos: Farticulas de Si0;

{iy Fsferas de slice siguiendo ef método Siéber, una solucién de TEQSEIOH H0: NHOH
{1.7:18.2:3,1:1.97 mbL) se agito vigorosamente durante 2 h para oblener una suspension
turbia blanca. Las esferas monodispersas {~ 500 nm) se lavaron con etanc! meadiante 3

ciclos de redispersidn/centrifugacion (8000 rpm, 10 min), y finalmente se voivieron a
dispersar en 28 mb de agua. La concentracion final fue de §.0174 g/mL

(i} Marcaje con colorante de ias particulas de silice las particulas de silice se recubneron
con APS mediante la dilucidn de 87 myg de Si: en 10 mb de EIOH v i3 adicién de 0.5 mbL
de APS. Después de agitar 3 h, & exceso se ehming mediante 3 ciclos de
redispersionfcantrifugacidn (7000 rpm. 20 min}. Despuss de esio. las particulas de 3i0;
funcionalizadas con APS se diluyeron en 10 mb de EtOH vy se afiadieron a 10 mb de una
disolucion de isotioctanate de rodamina B {(,32 mg/mi}. Después de agitar 3 h, el exceso
se gliming mediante 3 ciclos de redispersionfcentrifugacion {(FCOC rpm, 20 min} La
conceniracidn final fus de 8,7 mgémlL.

(i} Recubrimienio de las particulas de Si0: 10 mbL de esferas de Sl preparadas
previamente (8.7 mg/ml}, se diluyeron con agua hasta 20 mbL ¢ se anadieron a 60 mi de
una disolucion de cloruro de polidialidimetilaming (PDDA) (1 mgimb, qus contenia NaCl 0.5
M) bajo sonicacidn débil La reaccion transcurnd durante 1 h para permilir 13 adsoroidn del
PDDA v, a continuaciin, su excese se shmind con 3 ciclos de redispersion/centrifugacion
(BCO0 rpm, 20 min}. El sulfonato de poliestirenc {(P8S) {1 myg/mL que contigns Nali 0.5 M)
fue depositado sobre ias esferas de S5i0; recubiertas de una manera similar y usando las
mismas condiciones. La concentracidn final fue de 87 mgfmb

Revastinvento de las esferas de silice con NTCs

Los NTCs se pre-trataron con acetona y elano! pars eliminar los malenales organicos,
congelados con Nz y se liofilizaron, Después de esto, los nanctubos de carbong se oxidaron
madiante of siguiente procedimientn: 100 myg de NTCs se sometieron a ultrasonidos en 100
mi de una mezols de HaES0JHNG, (3:1) con un soncador de punta durante 15 muin v con un
bafic de ultrasonides durante 4 h. Despuss. i3 muestra se lavé con una disolucidn acuosa
de NaOH diluido con 3 ciclos de redispersion/centrifugacidn (8000 rpm, 10 muin} Cuando e
pH se astabiizé en 10, {a muestra se sometid a2 ultrasonidos con & sonicador de punta
durante 2 h. Finalmente, los NTCs se dispersaron en agua, obtenigndose una dispersion
gstable de NTCs oxidados presentando fundamentalmente grupos carboxilicos e hidroxilicos
&n las paredes, los cuales les aportan una carga superficial negativa. La concentracion final
fue de .8 mgimi.

Se diluyeron 10 mb de esferas de Si0; funcionalizadas previaments con PSS/PDDA (87

mgfmb) con 100 mb de agua milliQ. Posteriormente, se afiadieron 2 mi de una diselucion

0.8 M NaCly 5 ml de una dispersion de NTCs (0.8 mg/mbL). Tras un pericdeo de adsorcion

de 18 b se glimind & exceso de NTCs mediante 3 ciclos de centrifugacidn/redispersion

{7000 rpm, 20 mind La concentracidn final fus de 3.8 mg/ml. En la Figura 1 se puede
7



13

20

]
6]

WO 2017/158213 PCT/ES2017/000031

obsenvar ia cobertura de NTCs alrededor de ias particulas escogidas como modelos de
nanedispensador, asi como la irayectoria de entrada de los dispositivos con actividad
terapeutics hasta liberar su terapia

Funcionalizacion de la cobertura de NT(Cs

a funcionalizacian se llevd a cabo con proteinas séricas diluidas en una solucion saiing,
come por ejemple e medio de cultivo celular, @ una concentracion de 20-30 mgiml
medianie sonicacion moderada en baio con punta duranie 2 min,

Eiempio 2. Cobertura de NTCs para el anclajg y entrada de nanodispensadores de terapias
en celulas diana

Se prepararon los nanodispensadores con un contenido terapéutico en base a cualquiers de
las soluciones técnicas gue sxisien en patentes o en ia literatura. Se recubrieron con los
NTCs tal v como se indica en el gjemplo anterior, uniendo los nanotubos bien mediante
fusrzas slectrostaticas {usando policlectrolitos cargados) o medianie enlaces covalentes
{e.g. snire f grupo carbaxilico de los nanotubos oxidadoes y el grupo amino con el que se
funcionalizd el nanodispensador). Se funcionalizaron con proteinas séricas o con ligandos
destinados & su unidn con dianas moleculares de i3 superficie de las células cancerpsas
(Scalt of af “Antibody therapy of cancer”, Nature Reviews Cancer 2012, 12, 278-287}.

Se empied |a linea celular Hela como objeto del estudio v se sometid a una sclucidn de &
ugfmb de los nanodispensadores funcionatizados con proteinas de suere como se indica en
el gjamplo anterior. El tratamiento durd €6 h. Durante of tratamiento ias células se
pbservaron in vivo y también se fijaron con paraformaldehido al 4%, se permeabilizaron con
friton X100 al 1% en PBS y se tiferon con Hoechst 33342 para su observacion mediants
microscopia de alta resolucion. £l resultado de este astudio mosird como el recubrimiento
corana de NTCs en estas estructuras favorace la internalizacidn (Figura 2 v 3) v liberacidn
infraceidiar citosdlica de estas nanoestructuras {(Figura 4} en modelns celulares.

Eiemplo 3 Cobertura de NTCs para sl anciaje, entrada vy liberacion
intravesicular/citopiasmica de terapias en cslulas diana en base a condiciones reducioras

Se prepararon ios nancdispensadores {en ssie caso sirve cualguisr estructura nanomeatrica
donde se pusdan anclar NTCs) en base a cuaigquiera de las solucionss téonicas que sxisien
an paianies o en 13 bibliografia. Se recubrigron y se funcionalizaron, tal y como se indica en
el gjempio 1. En esis caso los NTCs fueron anclados de forma estable, bien mediante
fuerzas electrostaticas {(usando polisiecirelitos cargados) o mediante enlaces covalenies
(e ¢ . entre ef grupo carboxilico de los nanofubos oxidadoes v €l grupo amine con ef qus 3
funcionalizo el nanodispensador) a las estructuras nanomeincas. A su vez, a ia superfice
externa de los NTCs se acopld una terapia medianie un enlace disuifuro, en este caso un
colgrante solamenis detectable una vez liberado del nanotubo. Dicha terapia se liberd 3
nivel intracelular debido a la ruptura de dicho snlace una vez los nancdispensadores
pasaron por los Lsosomas Los nanodisposiives eventualmente ascapan del lisosoma al
citosol {(Figura 8} En ia Figura 8§ se muestra una prueba de conceplo donde s& observan
célutas mostrando tincidn con un colorante tras su lbgracian del anclaje a los nanctubos de
carbono
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Eiemplo 4. Cobertura de NTCs para e anclaje. entrada y liberacion intraceiular de NTCs

para terapia citoidxica

Se prepararon los nanodispensadores {en esie caso sirve cualquier sstructura nanomseinea
donde se pusdan anclar ios NTCs) en base 3 cualguiers de las soluciones {gcnicas que
axistan en patenies o en la hibliografia. Fstos se recubrieron, tal v como se indica en 8
giempio 1, can  polielechroliios  bio-degradables  {dextrano sulfato de sodio como
pohelectrolito cargado positivamente vy poli-L hidrociorure de argining como polisiecirolito
cargado negativaments) y posteriormenta se recubrieran con los NTCs. Los NTCs que s
emplearon en s recubrimiento tenian una longitud de 500-3C00 rmy v tras 48-72 h se
lineraron por la degradacidn de os polimeros gue actian como anclaje 8 la nancestruciura,
Su liberacion les pearmitid interaccionar con los componsntss celulares de forma bigmimética
y producir un efecto antiproliferative, ciotdxico.
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REIVINDICACIONES

1 Cobertura de nanoiubos de carbono para su emples como sistema de anclale a la
membrana celular v de transporie haoia el citosol de dispositivos micro-nanométricos con
actividad ferapsutica.

2 Composicidn que comprende:
a) un dispositive micro-nanomatnios con aclividad terapéutica, v

b} una cobertura de nanotubos de carbono que recubre al dispositive micro-
nanameétrico.

3. Composicidn, segun i3 reivindicacién 2. donds los nanctubos de carbono ssian
funcionalizados con ligandos.

4. Composicién segin la reivindicacidn 3, donde los nanotubes de carbono estan
funcionalizados con proteinags, peptides, aodos nuclsicos u oligosacdridos.

5 Composicion segqun la relvindicacidn 4, donde las proteinas son proteinas de inleraccion
de tipo microbiclogice de patégenos o toxinas.

8 Composicion, ssgin cusgiguisra de ias rewindicaciones 2-5 donde la coberiura de
nanotubos de carbono se une al dispositive micro-nanomatrico por medio de:

i} enlaces covalentes,
i} poiimeros biodegradables,
iy enlaces sensibles a procesos de reduccion en el lispsoma, ¢

iv] enlaces sensibles a la accidn de enzimas de os lisosomas.

7. Composicidn, segun s rewindicacidn 8, donde la coberurs de nanctubos se une al
dispositiva micre-nanomsirico por medio de eniaces covalentes {{}.

8. Composicion, segun 3 relvindicacidn 7, donds i0s nanctubos a su vez pusden levar
anclados farmacos yo ligandes 8 sus paredes mediante enlaces sensibles a procesos de
reduccion en el lisosoma ¢ enigces cuyas ruplura ses catalizada por enzimas de los
lisosomas.

% Compesicidn, segun la reivindicacion £, donds los polimeros biodegradables ss
selecoionan de entre dextrano suifato de sodio v clorhidrato de poli-L-argining

oy
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10, Composicidn seqdn la reivindicacion 8 donde los enlaces sensibles a procesos de
reduccion emplaados son puentes disulfure.

11, Composicidn segun la reivindicacion 8 donde los enlaces cuya ruptura sea catalizada
por enzimas de os lisosomas son enlaces peplidicos o enlaces amida.

12, Composicion, segun las reivindicaciones 2-11 para su emples en ferapias
antineoplasicas.

13. Compaosicidn, segun as reivindicaciones 2-11. para su empleo en ferapias dirigidas a
alteraciones de! sislema nemvioss.

11
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