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

Cob8?tUI3 Ge Aai", Qtubos de Carbono pa«a SU BIYlpleo corno SisteA;3 de 3ACIaje de
Qlsposltlvos Aaf". Q y ITlicrometricos cof'. ac'klvldad terapeutica.

La presente invencion tiene su campo de apl;cacion deratro del Sector san:tar:Q, en concrete
$6 !'Bfle!'P al Bmpleo de cobe.'tuf'as de Aanotubos de ca? bono corno sisiemas cle ancla', 6 3 .Ia

me?Ylbrana celular y de transpose hac!3 Bi cltosol de dlsoosltIVQS nano y fnic! GFYIetricos con
actIvidad tef'apBUtlca. En partlculaf' $6 conte. 'I", p?3 sU apllcaclGA Bf". teraplas neoplasicas y BA

ief'ap;as dll igldas 3 alte?'aclof18$ del s?HtPfY13 I'IP!'vioso.

LI Cancer Bs una enfermedad altarrlente heterogL~nea donde algunas CP'Iulas quP se div:den
F3pidamente 6$C3oan 3 tod(«$ los fYIPcanlsfYlos de cGAtro? genetico resUIt3ndQ Bn
irlnumerables rnutaciones aleatorias (0/ann et 3/. 'Tumor (Yvo/ufio/Y frfferrea' by Sf'Ag/8 ce//
Seq(«P/1coYG", Ma/fare ".

~34 /, 472, 90—94). Algunos de estas mutaciones soli?ncon1patibles
can la supervlvencia celular pero oiras proporciof~an ventajas geneticas sustanclales que
Inevliableniente condUcer' 3 'lf'. 3 res?StPnc:3 3 dlferentes faf'fTlacos, CofTIG f'esUlt3do. Ias
terapias di;igidas a genes o proteirzas son solo Bfeckivas de forma transitoria hasta que
suf'gen AUev3$ adap'kaclones G FAUtaclones celulal'8$ que elude? I 81 Bfecto del f3rfY13co. PQ?'

esia razon !3 I eslsteflcla ge, letlca 3 l3 quiff!DkP, '. Hpla 6$ Uf'lo de los problemas 3 los qUB se
8!'1fl'Pi"1t3 l3 t3Fmacologla 3 fYledlo plazo.

Coma:Bsultado de la resisiencia cada vez hay que emplear mayores doss de farrnacos
para garant: ar la eliminacion de las celulas rnas reslstcntes del tumor. Estas dosis alias
muchas veces son inviables debido a su toxicidad.

Por 8;Bmplo Bl paclilaxe! (taxol(i':j favorece 3 estaoil zacion de los microt?&bulos y provoca la
rnuerte de las CBIUI3$ que $6 dividen actlvamerike corno!as ceIUI3$ del cancer Pero, 3 pesar
de ser uno de Ios agentes antitumorales mas empleados er las ultirnas decadas, el
pacl taxel tiene nurnefosas desventa:3$, corno su ir. solubilldao en diso.'ventes salinos. A
n?vel $:Stemlco toctosestos fa. IYIacos i!BABA adefY13$ ?Ar?UAIBI'ables inrorlvP'1lentes pues soF1
Inhlbldores de la prollferaclon de todas las celulas del organismo. Io c:lal tlene Irnporkantes
Bfecios SBCUI'1darlosen Bi paC!ente que 6$ iratado

Ef1 Ia apllc3clon dirlgida de terapias, el ernpleo ce nano-dispensadores dirlgidos pPrmltif'Ia
que. por ejemplo, farmacos que Ao son solublesen disolventes fisiologicos debido 3 su
hidrofobicidao. Ilegasen irtacios a SU zona de apl, cacior En eske sentido, la r.anoiecr. ologia
propor Iona 3'ief'f'. atlvas co'mpleiafTIBf lie novedosas

En Gil'3$ "-.f'63$ terapeUtlcas. corno Ias enfer?YIedades neuf'odegenerativas, CI ffacaso cl?Aico
de IYIUchos caf?dldatos tarrnacologicos 6$ 3 menudo airibuible 3 i'os IfnetodQs de Bfltfega
(de/&veFJ) que r.o atraviesan, por ejemp!G, la barrera hematoencefalica (RHEA. E(1 el caso de:
cerebra se restringe la dufus:'Qn pasiva de muchos faf(YIacos. IG que constituye UA obstacUIQ
irnportante BFY 6! trailamiento farmacolog'. .CG del Sistema nervioso central (SNC! For tar. to.
los metodos que puedan rnejorar I. a administra ion de farmacos al cerebfo y al sistema
nervioso son de gran interes fafmaceukico.



WO 2017/158213 PC T/ES2017/000031

ExisteA vaf'Ios sistemas cIP tel'Bpia qUe Util'lzan IYIe'lodos no IAvasivos, Inc!lUyendo ia

manlpulacIGA de drogas que abarca la transformaclon en anaiogos Iipaf !los los pro-

farA!Bcos, la admln, 'stracfon quln1ica cle fBFFFIacos, I3 Bdmf. ilstracion de faifnacos medlada

pof vectoiles de entlega recepiof' o medlada pol farmacos y Bominls'll Bclon de t3f'fYiacos pof'

via intranasai, que explota las VIBS neufona;es olfat:vas y del tngemino para adrnin:strar
di"ogas BI cerebro

Pcr Gtf~ !ado tafnbiPF' $6 Pmplean ml"='dodos iiava«ivos corno la Bdminis'FBCIGA de farma-G«
intracraneal directa por intra-cerebro-ventricular, if)tracerebral o adm:n. straciofs intrateca!
despues de crear Bberturas reversibles en la cabeza. Todos estos metodos conllevan un

riesgo bio'.'Ggico IF!pol taflte de A lodo qU6, BctUB!niente, se contemp!an Qtl o t!po die

tf'BIBFAIentos, cofYIQ I3$ tel'Bplas d!figl«tas para coil",segull qU6 dlcbas tef'Bplas pUeoan
acceder 3 nivel trar)scraneal Bl cerebro Q 3 las celulas del sistema nervioso periferico
Aig'Linos de es'tos mecanlsmos $6 bi3$3n el Ia el, docltosls meolac!3 por f'eceptores.

AlgLIAGS pa(ogeFIQs. CofYIQ vIFUs ')J ciel"tas bactef'Ias, 6AtraA en el sistoma nlervloso ceAtf'3I'

logrando el paso fisico directo 8 traves de ceIUIBS endoteliales G rieuronales para irifectar el

cerebro ernpleando receptores. Tamb. 'en exister toxlnas que preferentemente nteract!.')Br

con ( pos especl':Icos de ceiuias para 6Jercer Ur a ampiia gama de efectos bIGIGglcos en las
AeIironas per lfef')cas y cefltra!P„.'. . Los fnecaf1)isfYIDs GP.. intel'Bcclol"I de estos f'nicf'ool'gaf1lsfY10$

o de Ias toxlnas con l8$ 6IUIBS del slstema Aervloso $6 puedeA Utlllzaf' paf'3 dlsenail' terapias
qU6 pUed3A 6Atf'3F en 6! slstema Aervloso 3 mGGG de ilg3AGQS. Qerief'3". Ico Innumerables
disenos de nanovehiculos

Los nanofiIBIY!entos en general y los nanotubos Ge carbono (NTCsl 6A paf1licular sof; muy
estab!les qulm camentP. . Corno iocos Ios F;BAGIYI3ter ales dlsponen de Una f'elaclof')

superfic'6/peso extf'BQFGIABAB (aproxifY?adan'Iente IQQG-20QD I"n pof' grafY?Q de materiBI)

Los NTCS representan una clase de materiales Bltamente versatIIes que muestrar)
propiedades fnecaf1icas) termlcas y electrorl. cas FYIuy irlteresarites. Los NTCS son capaces
de Btf'avesaf' tel!dos y penetf'af' en el if')tPAGF de IBs celU)3$ pol' diferentes nlecaniisfYlos,
fundamentalmente por endocitosis (S/?i 6/ 8/. "Ce// entry of one air??er?s?GAB/ Aaf?orna/eria/s
Qccufs 1?V f?p fecognlffor? BF?c/ M/8/IQF?, /I/3/MB JMBf?0/ec/MQ/Qcj)' 20/ /, 6, s '/4 —770; Laceff/8 6/
8/ /r'BF?s/QCB/?Qr? fY?ec/?Bfl!SF??$ Qf c/lem?ca//g" J~u/?Lffor?8/IBGQ' caf'6of? ABAQ/f//?es Bcfoss P/3$018
f?fef??/??BF?es", H!Qn?ate/78/s 2672 33 3334--3343). LB entrada de los NTCse)1 la CP'lula

depende de las moleculas que lieven Bdheridas 3 su sLIperf le!6 (funcIGABIIzaclon).

l..os NTCS al entrar en cof.",acto can sistemas b:QIF'?g. cos $6 recubrer. (es decif, se
funcionalizan) ccn los componentes de esto«, conistituyendo la llarnada "biocorona"
(SapfarSh/ 6/ 8/. /Flferdc/!QF? Qf f?Bf?opa? f/F/Hs N,'I/ti /?FG/6!FIB. Fe/8//QA /Q 6?o-Feac(4'i/y Qf //?6

f?BF?opa, f!c/6, .&QUff?B/ Qf /V Bno)/?f)ofec/?f!6/Qgg 2073, 'f f, 26'«Esta biocorofia pro)porc!Or!a 3 ios
NTCS propiecades blomlfY?etlcas y t?ace que 13$ ce!Uias los captUI'6A Bctlvamente tlacIB su
Ir'!teil'lol VIB Feceptores de IY16IY?bra!la (Kost)'1/ 6/Qs ef 8/, Ce/fb/)«? r lip/Rke Qf fUr?c/if:)rIB/fzef".

cd"/?Gf? F?af?Q/L?6e8 !$?F?depef? Qer?/ Qf fUAO/&Qf? 8/ gf QUp BAG ce// /J/pe ) /i)/3/Dfe 0!Rf?0/Bchno/QFJJ!'

2007. 2 'F08—") 'f3) Existen muct?os tlabalos Gue f)1«lestran CGFY?o i3 cub:erta proteica puede
rnodificarse para dirlg. 'r los N, Cs a d:anas especificas y asi cor)seguir redifeccionar estos
AafIGIY'. Bteriales acacia ceIUI8$ dlafla, por 6Jenlp, 'Q que ext?II?BA llgandos que IAtef'Bcclonen
con las celulas del )cancer Esta invenc Gn Bprovecha estas prop:edades de ios N. Cs para e:
dI$6AG de AUevos nano-G!sposltivos de t6rapIB dlrIgida y Bcclof1 i. Iti'BceIUIaf'.

LB funcionalizac'Gn de los Aanofilamentos cari proteinas Qermi'6 modificar Ias propledades
flslcas de la supPFfICIP. . de estos nanomatenales, camo son ia solubIIIdad y dlspersabiildad.

2
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Iuf)daf I'~ntales para que pUeclan Bjei' PI sus pf'Qpleoades bio'Qglcas pern)if!endo Pb tenef'

una mejor interaccif')A con los receptores (moleculas biolog. cas) de las rnembranas de las

cel'ulas del cancer (ES"'478793EI2).

Ante la neces:dad ex:ster)te de terapias dirigidas alternativas, Ics autores de la presente
lnvencion, tfas un in)portan'. 6 trabajo de experimentaciQA. han desaf'f'Gllado UA3 nuev3

composic!GA Qe NYCs 3 n)Gdo de recubrimiento: Una cobeftUI'3 de NTCS Bn forn')3 de cof'Gf)3

para facilitar la Brltrada de micro y nanodispositivos al intenor de las celulas.

Dentro de esta apl. cacion en el estado de la tecnica Bxiste adefaas graf. interes por los

sistefnas de liberacion de farmacos encapsulados er. nanoparticumas que pfotejan los

farmacos de la degradaciorl y que, cornbinados can rnetodos fisicos, incrementen de forma

slgnlflcatlva la peif. etfaclon del farrnaco Bn as celulas diana (por e]en)plo, Bn Bl tumor!,
actuando corno venfc: IIGS clei n)ismo (Stephanfa Fteury' Tave/ra anh~ Her!ate f onseca &/farfrfa

Lopez (201 /if Topica/ Adfnfnistratfof) of ArftfcanG'Bf'. Dr'f/gs for Skfn Carlcer Tfeatf736f)t Sk'r)

..ancers — Risk Fact'ors, Preventfon and Therapv; Prof. L.ate/)na La Porta I'Fd. I, ISHfv!: 978-
953-.307-722-2 !nTech, AI af/at)te frofn: http:/harl/I/w. fntechopen. Con)/'t)oaks/-"kmc) ncers-nsk-
factors- pre ventforf-ar:r/-the rap!;ftopfcaf- ad rf) fnfstratfon-of-antfcancer-drugs-for-skfrf-
cancedr'eatf7) pf)t i.

La compos!cion de la pfesente invenclon, supone Ur) Ifnpoltaf)tP. . avaf Ice BA Bi estado GB la

tecnica, ya que, 3 diferencia de lo divulgado hasta el rnornento los NYCs act'Ian por sus
propiedades corno anclaje de micro y nanocapsulas Bn la super'. ', cie celular, favoreciendo
posteriormente i3 sallda de Pstos Gisposltlvos desde Bi endo-llsosoma y/Q fago-lisosoma al

interior ce!Ular. donde se p. oduciria 3 liberacihn progresiva de diferentes terapias cofrIQ

farmacos o acidos nucleicos, por Bjeinplo de ARN de interferencla

I 3 cornfposicicn dP. !3 I.
flverlc'Gf'. pfeseflia pof' tar)to ln) portantes apllcac:Ones cllnicas,

pUcllelndose Bn)pleat ef) el tratamIento adyUvan'te Q Aeo-adyuvante de n)Uchos tipos de
caf"cef'Bs G tUrnloies, 3 tf'3'ves de diferentes vi3s de apllcacion. asl corno Bn teraplas dirigidas
3 Qt!"as patologl3$, coif'. 0 Ias de sistema Aef vioso.

FIQUra "t.- Diag/ arna de mecanismo de Bn(rada y 'lber3ciof) lntf'3cBIUI3f' de.:Gs dispositivos
mode, o fodr. .ados de la cobertura de NYCs

F lglLira 2.- Imagen del I')anodlspositivo nlodelo I ecubierto de la cobeftura de NTCs con
rnicroscopla BIBctrQnica de trans%Is:QA (Izda. ) y de barf ldo (dcha. )

Figura 3.- Imager, die microscopia BIBctronica de ba. ndo que A)uestra Ia.:Ateraccion de la

cobeftura de NTCS con la supef4cie celular.

Figura 4.- ln)agen del nanodispositivo liberado a Aivel citosolico Izquiierdla Imagenes de
microscopia cor.focal itomada Bn un piano Z de las ceiiulas donde se muestra corno los
nanodispositivosestan localizadosen Bl citoplasma ce ular a la aitura de! III'jcIBG Derecha:
medida de. dian'. Btf'G de los Aanodlspositivos IAtfacelulalrnlente

Figura 5.- lmagen del .f)anodispositfvo liberado a ri:vel citoscilico fuera de las ves!Culas
endo isoson;ales 3) Iocalizacion de los Ii'sosomas de ias ce ulas rnediante tincion Bspecifica
(acrid na naranja). It)j IGC31lzacion de 'os Aanodispositivos en el cltoplasrna

IFlgura 6.- Ifnagen de ceiulas HBL3 tratadas cof. f!3nod'. sposltlvos que I'Ii)Bran la terapia
3
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(cojorante) tras su sometirnienio 3 las condiciones Feductaras de Ios endo-jjsosQIY. BS.

DescrIIFECIQA de la Invenclon

En base 3 las r ecesidades de IB teen:'ca en rejac!on can la busquerl3 de ierapjas dirjgidas
3'ternat!va~ los GUtof'es de IR presents invPBCIQA GIGA desaf'Iollado Una composIC'QA

fcrmada pof un djsposjijvo FYI.:c!o-Aanometrjco con Bctivjdad terapeutjca, rodeado poF' UAG

cabPrtu: B de r, anotubos de carbon!Q cue lo recubrP.

En esta composjcjon, la cobertura ce nanotubos de carbono actuG come sistema de ancjaje
la Fnembfana cetular y de transporte hacja elcltosol del rJjsposjtjvcf cof& aciiv!dad

terapeutfca.

Be P ta fQFNB estcs sister@a- de terapja es'Bn dirjgidos por Ios NTCS que funcionaiizados
can I!gar dos determlnados. Son capaces de IA', roduc!I' las tPf'3p!Bs en deteFIYIInadas celuias
de forrna selectlva, y Bsi logral Gltas concentracjones de farrnacos, agentes de contrasie de
IIYIBgen, bloteraplas u oiros 3 Alve! !niraceiular, pFQporc!QABAdo una meJofa ciel . endfm!ento
tefapeutlco 3 nfvej '. Qcal v d!BNIAUyeAdo ios efecios secUAQBI'Ios no deseaoos.

( Qs RB. !oiUbos de carbono que forn!an:3 cobertura pueden ser tanto NUitlpaf'ed co!Y!Q de
UAG SQI3 parPQ. v pueden tenlef' Un dlametro desde .'3 IGG nm y Uf".3 Iongftuo desde clef".tos
de nanomeifos 3 micras.

La func.:Qnallzaclon de los NTCS puede llevarse 3 cabo con llgandos, en partfcu:. Br proteir. .as
peptjdos, acjdos nucieicos, oljgosacarjdos o pequenas NQIeculas, que se unen 3 receptoFes
ceiu ares de cualquier naturaleza pe:mitiendo direcclonar Ios micro-nanodispositivos 3 Ias
ceIU!Bs dfana EA Feallzac!QAes preferldas Ge IG CQIY1posicIQA de Ia pfPsente Invef)cion, iQS

NTCS se funclonallzan can prate'!nas. En pa!%.CUIBF, ia funcfonGIIzac!Qn se puede llevar G

cabo con s! 6FQ, IQ qU6 pef'N:ie FAodif leaf;Gs propfedades flslcas cle I3 superfjcie de estos
nanornater:Bjes. Corno son IB SQ:'ub!I::dad y djspersabj::!dad que son fundamentajes pBFG que
puecan P'J6FC6F Bus pf'Qpledaces blolog!Gas, permit!Pndoles tef)er UAB N8JQF' !ntPraccloF! cof'1

los receptores (Nojecujas bjo oglcas', de las merr branas de las celulas dei cance'.

Estas proieinas I.Been que las cejujas reconozcan especificarnente 3 los nanotubos de IG

cobefiura de !3 rnjcIQ-Aafsoestfuctura crEr. !c Bigo propio, endocjtandojos Bctjvamente. de
forn'. 3 que una vez en el citoso! Celu:'Br, pueoan Bctuar de numerosas formas. Sj los
n3noiubos se Pncuerftran IIbres (no un!dos 3! dlspositfvo terapeutlco) Inter'!Flerefl con Ics
procesos d:namjcos de los Fnjcrot!'bujos formando I".aces. Cuando esto ocurre, las cejulas
Rr! dlv.:sion que preclsan de UAG QIABAI!CB rnfclotubUIBF O'. Uy BctfvB se quedan bIQqueadas ef)
metafase y tern", :'nan por Fnorir.

ASIFFI!Smo, es posibie funcjof'. 3ijzaf los NTCS recubrjendojos con atro tipo de protejnas o
peptidos, por eienlplo Ias protelnas de interaccion de tipo Fl!cfobiolcglco que emplean
Blgunos p3togenos. corno virus y cleFtas bacterias, quR facIIItar! IG enirada GI slstema
nervjoso central, o Cjertas tQXinas que pMfeMAieAIente IAterBCtUBA CQA tlpos espeC!f Icos de
celuiHs pBFB ejefcef ! '!13 Gf:!p!IB gaFna de efPctos b!oiog!cos Pn ias fieuronas pef'lfencas y
centrales. Los mecanismos de !Ateracclon de epics N:crool'ganlsrAQS Q de Ias 'toxlnas CQA

las celuias del sisiernG nervioso se pueden Utilizar para disc!=:Br terapjas que puedan entrar
en el sisterna Aervjoso 3 modo de ljgar, dos permitjendo el d!serIQ de Aanovehjculos "3 IG

Calfia

I..f!8 f3!sprEs!tlvos con ac(lv:dao terapr";Ut!ca empleados efI IB conlposlclon c!6 IB !Avenclon
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presentan dimensiones, que van desde el rarIgo de los nanome!FGS I",asta incluso e! de las

rnicfas, SIendo Utiles en la Bdrnin:, stracion de CGIY1pos:'ciof. es para el tratarniento de tumores

p Qtfas patologlas

ILos Allcro ~j nanodispositlvos pueden estaF cofYIpuestos pGF' mfcf'o-nanopaf. Iculas I"UPcas 0
SQl'ldas Fecub!ertas, total G parcIBlfYIef". te, por Ios ABAotUbos cle carbGAG, Las t'. Uccas pueden
If fcIUIF PA sLI IA'tef'!Gr cllfefentes tef BpIBS, con1Q farmacos Q ac!dos Auc:eicos tlpo BNA, 8
RNA p3FB su pchtd!Ior Iberia IGA Las solldas podr af" sef' Ge d!versas natUI3 6~3$ cof
potencIBI tefapeUtIco, por 8]8Fnplo I"IBF'.OpaftlcU!Bs qUe se C3II6A'tPA pof' efectos de
FadiacIones In"'FBFFGJBS, campos magnetICGS, nanopartfcullas con 8.8ctos bIocIdas, etc.

cobertura de f.anotubos de carbono (NTCS) $6 puede unir al dIspositivo rnicro-

f 'BFIQFYIetrlr G por medIQ cle

!) ef1laces covalentes.

i:) polirneros biodegradables

i:i) enlaces sensilbles 3 procesos de reduce!on en el IISGSGFYIB, o

iv) enlaces sensib:8$ a la accion de :'as enzirnas de! IIsosoma, las Ilamadas
hIclrolasas BcIdas. Estas enzimas soio estaA BctIvadas eA 6: IisosofYIB p 6II' Ios
compaftImentos membranosos cie las rutas degradat;vas Intracelulares

En aque!!as realIzacIones en las que ia cobe!Aura de narIQtubos se une al dIsposI4VG mI:cfo-
ABAQAIetrICG Qor Fnedlo de en!aces covalentes (Il '. Gs Aanotubos 3 $U vez pUedeA llevaf'

Bnciados farmacos IJ/o I!gar1dos 3 sus pafedes fY18dIBF'1ke ef1IBces senslbI8$3 pFQcesos de
redUccIGA (S-S, pUentes dI'sUlfUFQ) Q 8Alaces cu'JJB FUptL!f'3 sea catali'z3da pof' enzImIas de!
Iisosorna (enlaces amida G eniaces peptidicos) ! 3 ruptura de losenlaces sef.sibles 3 los
pf'ocesos de reduce!on (S-S) QCUf'fe en l'os caminos de ef1tfada Ge IB ceIUIB (endosomas-
endolIsosomas).

En base 3 la cobeftura cle f.anotubos. y 3 SU empleo corno anclaie del dispos:!IVQ FA;cro-
I-.BAGIYIet. ico 3 la IYIerYIbrana celular, los autores de la Invenciof~ ban Gesarrcllado
composlcIGFIes cof1 Bpllc3cIGnes dIf'erentes:

Cobertura de iNTCS Qara el arclaie v entrada de disloositivos rr icro-nanometricos can
actlvIGad teraceutIca 8A cPIU.'3$ d.'BI!3

En esta Feaiizacion particular de la composicior, de '. 3 Avenc, of&, Ia cobeFYUFB de nanotubos
est3 establen'16rlte fl]3da 3 I3 sUpeffIcI8 del dISposIt!vo I'AICFG Q I'13AofY!etf'Ico Aledlaf1lie

enlaces covalentes. Bichos enlace= covalentes se I:'evan a cabo a travP'$ de ur'. 3 arninacion
(por 6.:empIQ mediante el uso de arninoprop;I trimetoxisilano, APS) de la super'. :cie de los
GIsposItIvos micro-Aanometrlcos comb'nada con Una F'eaccIGA de SteglIch G metodo
carbodIirnida. Be esta forrna IB un!Or. se realIza medIante el enlace entre 8: grupo NH-, del
nanod:Spe. 1sador y el grLIpo CCIOH de los NTCS

Altef. rIativarner, te, tarYIbien se pueoen utilizar rnetodos de Llich cherrf!stre para el anciaje de
los NTCS a los d:spositivos micro-nanometricos (er particular la cicloadicion catalizada por
cobre entre BzIdas )f 3lqUIf:os CUAAC). LB cc!c+ QAP!Yf!Bros' $8 clefIf', 8 corno Idf!3 bef'!'Bmlcn(3
qulFnica para generar susta'1cIBs de forAIB raplda )' flable al UAIf' peoUenas UAIdades entf'8

SI, y qU8 Insplrada en la natuf'aleza f1Q Fesponde 3 Una IBBccIQA especItICB.

LB naturale 3 de estos enlaces covalenY8$ permIte que los NTCs r, o se desprendan 3 ia

entrada en el citosol celular
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En esta realizacion de la E.omposicion de la:nvencion, la cobertura de NTCs rodea por

completo Bl dlsposltlvo A'Ilcfo-Aanof". 1Ptl'Ico actuaAQQ asl cofno slstema de 3I!claie 3 Ia

memorana celu;ar. y facllltando 3 su vez IB IIbefacIQA de la droga efs el cltosol de las celulas

dIBF18.

Cobe.'tura de NTCs oal'8 el BAc!3IP. Pfltf'acla v IIberaclon Intraveslcular/cltQDI3$IY1!ca de
terBGIBS en ceIUIBS diana en base 3 condlclones feductoras.

En esta real. zacion part;cular de la composicion de la invencion, los NITCS de la cobertura,
3delmas cle estar tlIBclos 3 I3 supeF. lclc de l'os dlspos'tlvos micro-ABAQIYletricos rnlcdlaf1te

enlaces covalentes, llevan Unldos, med:ante er. laces senslbles a los procesos de reduccliEA

en 6! Ilsosoma o enlaces cuya ruptura sea catallzada por enzlrnas del llsosorn, teraplas
(farmacos y/Q Iigandos) que Se liberaranl a nivel intracelular,

Las terapias y/o Iigandos Se anclan 8 las paredes de los NTCs rnediante estos en'. aces
senslbles a procesos de redLIcclon intracelular. Corno son los puentes disulfurG, S-S), p 6:
rned!ante el Uso dP. clstalTIIAB, creando Bsl este enlace sobre IB cobertura de NTCs, BLIAqLle

tamblef~ $6 contemp!an Qtras estrategias basadas en la quimica Qrganica, o mediar. te
6F1laceH cuya I UptUf'8 $68 catallzada pol' enzlmas del IISQsoma, facllltaf" do sU Ilberaclon.

Cobertura cle NYCs para 6:.. BAclale, entrada v llberacion IAtracelul3F de NTCS Para terapIB
CltotGXICB

En esta Feallzaclof'. particular de Ia corAposlclof': de la InvencloA, Ios d'sposltlvos rnlcro-
nanometricos puedes estar anclados 3 los NTCs rfIediante.

8) polifT!eros biodegradabI6$, G

O'I enlaces que sof'. Sensilbles 3 procesos de leduccion en el Iisosorna Q enlaces cuya
FUptUI'3 $68 catallzBda pof' eflzlmas Qel Ilsosoma

En la opcion 3), los NTCs se f jan al dispositivo micro-nanometrico rned:ante el ernpleo de
pollrneros blodegradables, corrlo son los polielectrol:tos cargados b:Qdegradables, quo
liberan los nanotubos de forma dlrigida y contra!ada Bl degradarse (por 6Iemplo. dextrano
sulfato de sodio G clorhidrato de poI.:-L-Brginlna). A su vez, la cobertura de NTCs recubre,
total G parcialfvefate al dispos:tivo corno Sistema de ar, clale a la membrana celular,
facilitando ademas la Iiberaclon de la droga ccntenlda ef1 el disposit:vo en eI E:itosol.

En la opcicn b', los NITCs se fijan Bl dispos:tivo micro-nanometrico rned;ante en!aces que se
FGIYlpen en A)ed:Q Feductor. , confo pUedaf", seF IQS pUentes dlsulfUFQ (ej. CistaFY1inaI, G enlaces
cu) 3 I'' lptuf'3 sea cata llzada pof ef1ZIFA3$ clel Ilsosorf18 pf QvE carii(jo IB I:beraclon dP. I'os

NTCS. Igua'. mente. Ia cobertura de NTCs Sirve corno Sistema de ar. claje 3 la membrana
celular y pern~ite la liberacicn de 18 terapia en e! Citcsol. En este casa, los dispositivos, que
IIPVBF1 E)rlldo 8 su supefflcle IB cobertura de NTCS, por acclon de Iosenzlmas V el pHI

Intrace, 'u!BF, llbefalaf; su FBQLIbrltYIIer1to cle NTCs entre 48-7c. I1 BproxIFYIadan16nte desde lal

llegada 8 nivel intrace', UIar. para que los NTCS efectf'en su acc;GA Bntiprolifefat:va

EFI BIF1bos casos, la BcciGA terapeUklca derlvarla de I. 3 comblnacIGA deI cfectG
antlprollfefatlvo de los NTCS y de los Bgentes neoplaslcos contenldos en los
AanoolspPF1$8QQI'es, 8I'Sell' BA1bos llbef'Bdos.

LB cornposlclon de IB invenc:Qn preser'lta If".Ipof)BF1tes apllcacIGAPs cIIA:cas, puolendoSP.
en". plear en terapias antineoplasicas, en el tratamiento adyuvar, te o neo-adyuvante de
Afuchos '.Ipos cle cancel es, o tumores, 3 traves dP QlfPfentPS vlas de Bplicacic3A, 3$1 corno en
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terapias dirigidas a otras patologias, corno Ias del sistewa nervioso, las del sisterna

Fesplratorlo, ', 3$ de, slstewa d:gestlvo y, BA gonera:, 3 cUalqulel te,'!do U GlgaAG

EAEVPLOS

E;,Bwp::G I Obtef1cion de particu!3$ de SiQ2 c8d BNNTCS

SI'Atesis de /os d&spnsfhvos Aanometr&cos: Part&CU/as f/'8 SiO;

(I) Esfefas de SI!Ice: SlgUIBAdo Pl wetodo Stobel, Uf'. 3 SGII.'cion de TEOS:EtQH H~O: NH&OH

(I,7 8,2:3,'I. 3,97 mL) se ag. to vigorosarnente duraf, te 2 I; pa. a Gbtener uf1a suspension
tUFbla blanca, Las Bsfef'as fYIGf1odlspersas (- 500 Aw) se Iavaro!I con etaflol Aledlante 3
ciclos de Fedispersion/centrifugacion (9QQG rprn )0 win), y finalwer. te Se volvierorl a

dispersar en 25 wl de agua. ILa concentracion final fue de 0.0174 g/m'

(ii) Marcaje cor. coloraf. te de!as particuias de sil;ce las pa;ticulas de silice se recubrieron
can APS mediante la dilucif.-'A de 87 wg de SiO;. Bn 30 mL de EtOH y la ad.'cion de 0, 5 m!
de APS. Despues de agitar 3 h, el exceso se Bliwino rnediarte 3 ciclos de
redispers:'QA/centrifugacion (7000 rprn, 20 min, '. Despues de esto, las particulas de SiO&

funcionalizadas con APS 58 d;luyeron Bn 10 FnL de EtQH y $8 anadieron 3 IG mt de una
dlsoluclon de Isotloc!aflato de f'GdawIA3 8 (0,32 wg/lilt ) DespUGs de agl'tal' 3 b 61 Bxceso
se eliwino rnediante 3 ciclos de Fedispersion/centrifugacion (7000 rpw, 20 w:n) La
CQACPAtrac:Qn final fue de 8, 7 wg!wlL

(III) Recub! IA;IBA', o de Ias particulas cle SIO.-. . 'IG FAL Qe Bsfef'3$ de SIO! preparadas
prev'awente (8 7 wgil" IL) $8 d'IUyef'Qfl co"1 agU3 435"3 20 wL y se 3Aaolel'Gn 3 60 ITIL de
Una dlsoluciof. de cloruro de po!!dial.'IdiwetilarY1. rla (PDDA) (I kg/IYL, que contenia NaCI 0, 5
M) ba:o Sonicacior deb!I. La reaccion transcurric durante t b para perrnitir la adsorcIQA del
PDDA y, 3 contIAU3clQA, SU Bxceso 56 BIIFYIII)G cQA 3 clclos de Fedlspers!Gn/centrlfugaclofl
(8G00 rpw, 20 m:'n';. El sulfonato de poliestireno (PSS) ', I rngimL que contiene NaCI 0,5 M)
fue deposlt3do sobre las esferas dP SIO,. Iecublertas de UA3 IYIanel'3 $IIYlllaf' y UsaAdo las
n'. Iswas condic~ones, I 3 concentraciQA final fU6 de 8,7 wg/. AL

pe~'Bsf&rf1/RFI/O de!35 Bsferas de 5///ce cori Ai T, s

ILQs NTCS $8 pf'8-tf'atarof1 con acetona y Btanol pal 3 BIIA", IAaf' Ios fYIatenaies organ'cos,
congelados con N-,. y Se lio'. :!izaron. Despues de esto, los Aanotubos de carbono se Gx:daron
wediante Bl slgUIBAte procedl!YIIB,'1to: IGG Alg de NTCS $8 solrnetieron 3 UItrasonidos Bf1 IGQ

mL de Una mezcla de H;:SQ4/HNO ( (3:I,'I col'I U!'1 sonlcadof' de pUflt3 durante ", 5 fY!In y cor1 UA

bano cie Ultl'35QAIdQS dul ante 0 h Despues, I, 3 wuestra 58 llano con UA3 dlsoluclon 3cuQ$3
de NaGH diluido can 3 cicios de . Bdispersion/centrifugac, on (9000 rpw, ", 0 rn!A'; Cuando el

pH 58 estabilizo en 10, la muestra se SGIYIetio a ultrasor. idos con Bl Sonicador de punta
durante 2 h FIAalwente, los NTCS sP dlspBFSaron BA agU3, obtenlendose UF13 dlsperslon
Bstabie de NTCs oxidados preser. taf. do fundawentalment grupos carboxilicos 8 hidroxII!cos
en las paredes, los cuales les aportan Una carga superficial negativa. La concentracion final

fue de 0,8 mg/ml .

SB diluyeron 30 n".L de esferas de SiQ,— func:Qnalizadas previawente can PSS!PDDA (8,7
Fng, 'FnL) con IGG FAI de agua w:IliQ Posteriormente, se anadieron 2 mi de una disolucion
0, 5 M NaCI y 5 wl de una dispersion de NIICs (0.8 mg/rnL). Tras un periodo ce adsorcion
Ge 'I5 b 58 BIIFAIAG ei exceso de NTCS wedlante 3 cfclos ale ~ ef;trlfUgaclof !if'BdlspPFSIQA

(7000 I'pw, 20 fYIIA) La concentracIQFI f!A3' GLIB de 3,8 rf'. g/FY1!.. Ef1 Ia Figura 1 $8 QUBde

7
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obseFvar !'3 cobertura de NTCS BIFededor de las partllcuIBS escoglcas cQIYIQ ITlodelos cle

nanodIspensador, 3sl cofY;o la tfayectol'Ia de entfacla cle los dlsposltlvos coA Bctlvldad

tel apeutlca basta libel'Br sU ter3pla

Funci'orfa/fzacJGA de /3 co/?RrfufB Q~e fv! Cs

La funciona!izacion se I!levo 3 cabo cof. proteif~as sericas diluidas en una solucion sa'. ina,

corno por ejemplo el medio de cultlvo celular, a Una concerltraciof. de 20-30 rng/mL.

rnediante sonicacion moderada en baf. o can punta durante 2 min.

I:lemplo 2. Cobertura de NTCS paf'3 el BAGIBI8 y entrada de nanodIspensadores, Oe teraplas
en celulas diana

Se prepararon IGS nanodispensaoores con un cof.ter. ido tera peutlco en base 3 cuaiquiera de
las sotuciones teen:cas que exis'. en er. patentes o en Ia Iiteratura. Se recubrieron can los
NTCs tal y ccmo se lndica en el ejemplo anterior, unierdo los r.ano!!ubos bien mediante
fuefzas electrostaticas (Usando polielectro itos cargados) Q mediante enlaces covalentes
(e.g. , entre el gr:Ipo carboxilico de!Qs nanotubos Qxidados y el grupo amir. o con el que se
fUnclon3', lzo el AanodispensadGP). Be fUl, c!Gnallzal"Qn cool proteinas seflcas 0 con Ilg3Aclos

dest!nados a su union can diar, as rnoieculares de!a superfic!'8 de las ce!UIBS cancerosas
(5'f:0/f 8/ 3/. 4A//L)cY~J' //3I'. fa/";p' of cancef" AJB/IAP. Re'New'3 Cancer'20&2, f2, 278-287).

Se 8ITIp!eo la linea celular Hel 3 coma Qbieto del estudlo y se sometio 3 una solucion de 5
pg/FFIL dP Ios f'lal"Gdlspeflsadofes fUf'. CIGI'!O', Izados cor! proteln3S de sUelo con'!o se Ind!ca en
el ejemplo an!ter!or. El (rata@".lento dura 96 h, Durante el tratamlento !as celulas se
Gbservaron fn 'v'!vo y tamDien se fljaron con pafafoFFABldebfdo 31 4'/o, se pefmeabIIIzaron con
tn(QA X, L'G al I /~ en PBS y se tif", eron con I. :oechst 33342 para sU Gbservacion mediante
microscopia de alta resolucihn El resultado de este estud;Q mostro con", o e! recubrlmlento
coron3 de NTCs en cs'tas estructLlf'Bs favof'ece IB If)te'. F)BIIzaclof'. (FIQUFB 2 y 3) y llberaclon
Intracelu', BF citosolica de estas nanoestructuras (Figura 4) en modelos celulares

Eiemolo 3 Cobertura de NTCs para el anc!aje. entrada y Iiberacion
IFItraveslcular/cltop! asm!ca de tel aplas Pn celulas dlaf'Ia PI I base 3 condlcIQAes I'eouctofas

Se prepararon ios AanodIspensadores (ere este caso SIrve cUBlqL!!el' estl"Llc'tUf'3 ABI",Gmetrlca
donde se puedar. an!C!ar NTCS) en base a cua!quiera de las soluciones tecnicas que exis(en
Pf'. pateAtes Q el'I IB blbllogr Bfia. SP. FPcubi"le!on y se funclonallzarol":. ta! y conlo se II":dlca en
el ejemplo ", , En este caso los NTCs fuerof, anclados de forrna estable, bien mediante
fuerzas electrostat. cas (Llsando polieectrolitos cargados) G rnediante en!aces covalentes
('6 o entre el grupo carboxilico de los naro!iubos oxidados y el grupo amino can el que se
func!onallzo 8! "Ianodlspel. s3c!GF) 3 !BS estructuras naf)ome(F!cas A su vez, 3 !3 supel (Ic!8
ex'erna cle los NTCS se BCQplo UA3 tef'Bo!3 FYleOIBA'6 Uf' enlace dISUI Uf'o 6 l este caso UA

co!Grante solamente detectable ur, .a vez liberado de nanotubo Dicha terapia se!ibero 3
nivel intlacelular debido 3 !a ruptura de dicho ..n'. Bce Una vez '. Gs nanodispef~sadores
pasaror, por ios I;sosomas !.Os nanodispos:tivos eventua!Frlente escapan dei iisosoma al

citoso' . (Fiqura 5). En la Figura 6 se n;uestra ur. a prueba de cor.cepto donde se Gbservan
ce!UIBS mostrando tincion can un colorante tras su liberacihn dei anc!aje a los nanotubos de
ca!bono



WO 2017/158213 PC T/ES2017/000031

EierF":olo 4. Cobelura de NTCs para e:. Bnclaje. entrada y liberacion intrace'. U!Br de NTCs
para terapia citotoxica

Se prepararGA !Qs nanodlspensadofes (en este caso sIrve cualclu!65 estructura rFBF'FQF'F'Fet Fca

donde se puedan anclar los NTCs) en base a cualquiera de las so!Uciones tecnicas que
5 existen en patentes o en!a bFb!ioqrafia Estos se recubrieron, tal y corno se Fndica en el

6i'emp!Q ', con pclie!ectro!itos bio-degradables (dextrano sulfato de sodio camo
pohelectrohto carqado positivamente y poli-L l;idrocloruro de arginFna corno pQlFelectrolFto

cargado negativamente) y posteriormente se recubrieron cor, !Qs NTCs Los NTCs que se
empleaFQn en e:'recubrimiento tenian una lonqitud de 50Q-50QQ nm y tras 48-72 h se
!iberaron Gor la degradacFQn de los polFmeros Cue Bctuan camo anclaje a la nanoestructura.
SU llbPrac!GFR les perrnltFG lrFtei 3 cFQnar con !Qs cGFAponentes celu!BF'es de tQFma blGFYFFrrFetlca

y prodUcFr un efecto antiprollferat!vG, GFtotoxFco.
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REIVINDIICACICI NES

Cobertura de nanotubos de ca«bono para su en".pleo corno sisterna de anclaje a la

YY'PFY'hIBI"3 ce'UIBF y de transporte Ha""3 6' cltosol de dlsposltlvos mIcro-flaflornetFicos con

5 Bctlvldacl tel apeutlca

2 CQFYIposlc'. or! cIUe cofYIpreflde

3) UA dlsposltlvG micro-ABAQITletrico col'I ac'tlvldad tef'BpeUtlca, v

Una cooertura de AanotUbos Ge c3lbo. Io qUe recubl'8 3,' cllsposl'tlvo I:"Ilcro-

ABF'IofYIetflCQ.

3. Co."Ylposlclon, segUA I'a I'elvlnclicaclof; 2, donde Ios f13notLlbos d6 cafbono est3A
funcIGABIIzados con llgaf !clos.

'15 4 Con'Iposlclon segl'n la IelvlAdlcacloA 3, donde Ios ABAotLlbos de carbono estan
'furlclonallzados coF1 protelnas, peptldos, Bcldos FIUcleIcos u GIIgosalcafloos.

5. Compos!cion segun IB f'elvlndlcaclon 0, Gone!8 ias pl'otelnas son protelnas de lnteracclon
de tlpo I'!'IIcrob!GIQglco de patogenos o toxlnas.

6 FCornposiciGFI, segf'1n cua!quiera de :.3S felvifadicaciof18s 2-5 donde la coberllufa de
nanotubos de carbono se Une al dlsposl'. Ivo O'Iicro-ABAQITietr. 'Co pof' medio de:

:) enlaces covalentes,

:'I) polffYIeros b'odegradabIes

:i:) enlaces sensibles 3 procesos de reduccion en el llsosorr, a, o

:v) enlaces sensibles a la ace!on de enzimas de los lisosomas.

7. I Qmpos:cion. Scour. Ia reivind, 'cacion 6. donde la cohertura de Aanotubos se Ufse Bl

d:sposltlvo fYlicro-ABAQAIetrico pof' A1edlo Ge en'. aces covalentes (i).

8. Con'Iposic:GA, segUA la relvlndlc3clon 7. donde los IABAotUbos 3 su vez pUeden llevaf'

BA«:lados farIYIBcos y/o llgar, dos a sus paredes medlante erllaces ser. slhles 3 procesosde
Feducclon en el Ilsosol«AB G erllaces cuy3 f'Ilptura sea catallzada pof enzIIY!Bs de los
II so so. A 3s

9 CGFYIposiciGFI, seg I'A la reivi Adi«acion I:-, donoe los poli«Ac! os b!Odegradables se
selecclonal", de entl'6 dextrano SU'. Bto de sodlo y CIGrt1idl'Bto de po:.'I-L.-Brg Alr'. 3

IQ
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)0. CGmposicion segUA Ia reivindicaciGA 6 donde IQs enlaces sens. bies a procesos de
reduccion empleados SGA pUentes disulfUrG.

5 1 I. GmposiciGA segUA Ia reiv:ndicaciGA 6 donde Ios Bnlaces cUpa rUptUra se3 catalizada
po" enzimas de Ios Iisosomas son en:'aces peptidicos o enlaces amida.

'I 2 ( 'GmpGSIC:Gn, segUn !38 relvIrldlcacIQABS 2-", 1, para sU empieG en teraplas
arl'."IrlBQPlasIcas.

I 3. CGInposIcIGA, segUA 'as reIvIAdIcacIGnes 2- I ! . paI"3 SU BA'lpieQ en te. aplas dII'IglcIas 3
alteracIGABs de.' slsterna nerviosG
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