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—  con informe de busqueda internacional (Art. 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

Coberiura e nanotubos de carbono para su empleo come sistema de anclaje de
dispositivos nano y micrométricos con actividad terapsubica.

Ohieto de la invencidn

La presente invencién tiene sy campo de aplicacidn dentro del sector sanitano, en concreto,
z& refiers al empleo de coberturas de nanclubos de carbono como sistemas de anclaje a ia
membrana celular y de transporte hacia el citosol de dispositivos nang y micrometncos con
actividad terapéutica. En particular se contempla su aplicacion en terapias neopldsicas y en
ferapiasg dingidas a alteracionss del sistema nernvioso,

Antecedentes de la invencion

Ei Cancer es una enfermedad allamenie haterogénes donde aigunas células que se dividen
rapidamente escapan a lodos los mecanismos de control gendlico, resultando en
irnumerables mutaciones aleatorias (Navin of & "Tumor evalution inforred by single cell
sequencing’, Nalure 2017, 472, §0-84). Algunos de estas mutaciones son incompatibles
con la supervivencia celular, pero ofras proporcionan veniajas gendticas sustanciales gue
nevilablemente conducen a una resisiencia a diferentes farmacos. Como resultado, las
terapias dingidas a genes o proteinas son sdlo efechivas de forma transitoria hasta que
surgen nuevas adaplaciones ¢ mutaciones ceiulares gue eluden el efecto del fdrmace. Por
esta razon. la resistencia gendtica a la quimiolerapia s uno de los problemas a los que se
enfrenta ia farmacoiogia a medic plazg.

Como resultade de la resisiencia, cada vez hay que smplear mayores dosis de farmacoes
para garantizar |3 sliminacidn-de las células méds resistentes del tumer. Estas dosis allas
muchas veces son inviables debido a su toxicidad.

Por giemplo, el pacitaxe! {taxol®) favorece ia estabilizacion de los microtUbulos v provoca ia
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 {as (ltimas décadas, el
paclitaxe! tiens numercsas desventaias, como su insolubilidad en disoivenies salincs. A
nivel sistémico iodos estos farmacos tienen ademas innumerables inconvenientes pues son
inhibidores de la proliferacion de fodas as células del organisma. lo cual tiene importantes
efecios secundarios en e pacients que ss tratade.

En la aplicacion dirigida de terapias. e emplec de nano-dispensadores dingidos permitiria
gue. por gjemplo, farmacos gue no son solubles en disolventes fisiolégicns debido a su
hidrefobicidad, llegasen intaclos a su zona de aplicacion. En este sentido, 3 nanotecnologia
proporciona alternativas complefamente novedosas

En ofras arpas terapéuticas. como las enfermedades neurodegensrativas, &l fracaso clinico
de muchos candidatos farmacoldgicos es a menudo atribuible 2 los métodos de entrega
{defivery} que no atraviesan, por ejemple. la barrera hematoencefalica (BHE) En of caso del
cerebra, se restringe la difusidn pasiva de muchos farmaces, o gue constituye un obstacuio
imporante en el ratamiente farmacoldgico del sistema nervioso central (SNGY Por tante,
los metodes que puedan meporar 1@ administracion de farmacos al cerebro y al sistema
Nervinss son de gran interés farmacéuticn.
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Existen varios sistermnas de terapia que utfiizan mélodos no invasives, inciuyendo fa
manipulacién de drogas qus abarca la fransformacion en andlogos lipdfilos, los pro-
farmacos, la administracion guimica de farmacos, la administracidn de farmacos mediada
por vectores de entrega receptor ¢ madiada por farmaces y adminstracion de farmacos por
via intfranasal, que explota las vias neurcnales olfativas y del trigémino para adminstrar
drogas al cerebro.

For olro lado, también se emplean métodes invasives como 2 administracidn de farmacoes
intracraneal directa por intra-cersbro-ventricular, inlracerebral o administracidn intratecal
despuds de crear aberturas reversibles en {3 cabeza Todos estos metodos conllevan un
rivsge  bioldgice importante de modo que, actuaimente, se contemplan otrg tipe de
fratamienios, como las terapas dirigidas, para conssguir que dichas terapias pusdan
acceder a nivel transcranea! al cerebro. o 3 las cdlulas del sisiema nervioso periférico
Algunos de estos mecanismas se basan en la endoctosis mediada por receptores.

Algunos paldgenas, como virus vy clertas baclterias, entran en ¢ sistema nenvicso central
logrando el paso fisico directo a través de celulas sndoteliales ¢ neuronales para infectar ef
cerebiro empleando receptores. También existen loxmas que preferentements inferactuan
con tipos especificos de células para ejercer una amplia gama de efectos bisldgicos en las
neuronas perfénicas y cantrales. Los macanismos de inferaccion da esios microorganismos
o de las toxinas con ias céluias de!l sistena nervioso s pusdsn utilizar para disefiar ierapias
que puedan entrar en o sistema nenviose a modo de ligandos, generande innumerables
disafios de nanovehiculos.

Los nancofilamentos en general vy los nanctubos de carbone (NTCs) en particular, son muy
gstables quimicamente. Como lodos los nanomateriales disponen de una relacion
superficie/peso extracrdinaria (aproximadaments 1000-2000 m* por grame de material)

Los NTCs representan una class de materigies altamente versdties que muestran
propiedades mecanicas, &rmicas v electrdmcas muy interesantes. Los NTCs son capaces
de atravesar tejidos y penetrar en & interior de 1as céiulas por diferentes meganismaos,
fundamenialmente por endocitosis (S ef &l "Cell enfry of one dirnensional nanomalerials
ceours by tip recogiition aad rofation”, Nalure Nandlechnology 2071, 8, 714-71% Lacerds st
al. “Transiocation mecharsms of chemically funchionahsed carbon nanctubes across plasma
mambranes’. Biomaleriale 2072 33 3334-3343). La entrada de les NTCs en o célula
depende de las moléculas que lleven adheridas a su superficie (funcionalizacion).

Los NTCs al enfrar en contacto con zistemas bioldgicos se recubren {8s decir, se
funcionalizan} con los componentes de éstos, constituvendo la llamads “biccorona’
{Saptarshi eof & “Inferaction of nanoparticles wih profeins. relation 1o bio-reactivity of the
nanoparbicle” Journal of Nanobiotechnology 2013 11, 28} Esta biocorona proporciona a los
NTCs propiedades biomimalicas v hace que las celulas ios capturen aclivamenie hacia su
intarior via receptores de membrana (Kasfarslos ef al “Celivlar uptakse of funclionalized
carbon nanclubes s independsnt of funclional group and celf fype”, Nature Nanolechnology
2007, 2 108-113, Existen muchos trabajos gue muestran como la cuberia proteica puede
modificarse para divigir fos NTCs a dianas especificas v asi consegquir redirgccionar estos
nanomateriales hacia células diana, por glemplo gue exhiban ligandos gue ideraccionan
con 1as calulas del cancer Esta invencién aprovecha estas propisdades de los NTCs para si
dissfic de nuevos nang-disposiiivos de terapia dingida v accidn intracelular.

La funcionalizacién de os nanofilamentos con proteinas permite modificar ias propiedades
fisicas de la superficie de estos nanomateriales, como son 3 solubilidad vy disparsabilidad.
2
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fundameantales para que puedan ejercer sus propledades biolégicas, permitigndoies tener
una mejor interaccian con los receptores {moléoulas bioldgicas) de las membranas de las
céitas del céncer (ES3478783RB2)

Ante ia necesidad existente de terapias dirigidas alternativas, los autores de ia presente
invencian, tras un importante trabaje de experimentacidn, han desarrollado una nueva
composicion de NTCs a modo de recubrimiento: una cobertura de NTCs en forma de corona
nara facilitar 1a entrada de micro y nancdispositivos al interor de las células.

Dentro de esta aphoacion, en e estade de |a téonica exisle ademas gran interés por los
sistemas de liberacion de farmaces encapsulados en nanoparticulas gue protejan los
farmacos de la degradacién y que, combinados con métedos fisicos, incrementen de forma
significativa 1a penetracidn del farmaco en las células diana {por ejemplo. en el tumor},
actuando como vehicules del misme (Slephédnia Floury Taveira and Renata Fonssoa Vienna
Lopez (2031} Topical Adminisiration of Anficancer. Drugs for Skin Cancer Treatment, Skin
Cancers - Risk Factors, Frovention and Therapy, Prof. Calerina La Porda (B4}, [SBN: §78-
853-307-722-2 inTech Avallabie from: hiipdwww infechopen. comybooks/skincancers-rigk-
factors-prevention-and-therapyfiopical-adnunistration-of-anticancer-drugs-for-skir-
cancerirsatment).

La composicion de ia presente invencion, supong un smporante avance en ¢ estado de la
téenica, va que, a diferencia de lo divuigads hasta el momente los NTUs acldan por sus
propiedades como anclaje de micro y nanocapsulas en la superficie celular, favoreciendo
posteriormente ia salida de esios dispositives desde el endo-isosoma yio fage-lisosoma al
interior celular, donde se produciria ia liberacion progresiva de diferentes terapas come
farmacos o acidos nucleicos, por ejemplo de ARN de interferencia

La composicién de la mvencion presenia por tanto imporanies aplicacionss clinicas,
pudigndose emplear en el tratamiento adyuvanie o nec-advuvanie de muchos tipes de
canceres o tumores, a fravés de diferantes vias de aplicacidn, asi como en terapias dirigidas
a oiras patologias, como las de! sistema nerviosa.

Descripeion de las figuras

Figura 1.- Diagrama de mecanismo de enfrada v iiberacidn intracelular de ios dispositivos
modelo rodeados de ia coberiura de NTCs.

Figura 2.- Imagen del nanodispositive modelo recublerto de la cobertura de NTCs con
microscopia slecirénica de transmusion (izda } v de barrido {dcha)

Figura 3.- Imagen de microscopla electrénica de bamdo que muestra la interaccion de la
sobertura de NTCs con s superficis celular

Figura 4.- Imagen del nanodispesitive iiberado a nivel citosdlice. lzguierda imagenes de
micrascopia confocal tomada en un plano £ de las céiuias donde se mussira come i0S
nancdispositives estan localizados en e citoplasma celular a la altura del nicleo. Derecha:
medida de! digmetro de (os ngnodispositives intracelularmeante

Figura 8.~ Imagen del nancdispositive libarado a nivel citosdlico fuera de las vesicuias
gndolisosomales. a) localizacion de los lisosomas de las céiulas medianie fincidn especifica
{acridina naranja). b} localizacion de ios nanodispositives en f ciloplasma.

Figura 6.- Imagen de ceiulas Hela traladas con nanodispositivos que liberan ia lerapia
3
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{colorante) tras su somelimiento a las condiciones reductoras de 103 endo-Hsosumas.

Descripcion de la invencidn

Er base a las necesidades de 13 téonica en relacidn con la bisqueda de terapias dingidas
slternativas, los aulores de in presents invencidn han desamocilade una composicion
formada por un dispositive micre-nanométrico con actividad terapsutica, rodeado por una
coberiura de nanctubos de carbono gus 1o recubre.

En esta composionn, 1a cobertura de nanotubos de carbong actia como sistema de anclaje
a la membrana ceiuiar v de transporde hacia e cioscl del dispositive con actividad
ierapsutics.

De asta forma, estos sistemas de terapia estdn dingidos por los NTUs gus, funcionalizados
con ligandos determinados. son capaces de introductr 1as lerapias en delerminadas células
de forma selectiva, v asi lograr altas concentraciones de farmacos. agentes de contraste de
imagen, bisteramas u otros & nivel intraceiular, praporcionando una mejora del rendimianto
terapdutico a nivel local v disminuyendn s efectos secundarios no deseados.

Los nanciubos de carbono que forman iz coberiura pueden ser anto multipared comg de
una sola pared. v pueden tener un digmetro desde 1 3 100 nm y una longitud desde cienios
de nandmetros a micras.

La funcionalizacion de los NTCs puedes llevarse a cabo con ligandos, en particular proteinas,
péplidos, dcidos nucieices, sligosacarndes o peguenas moldoulas, qus se unsn a rsceptores
ceiviares de cualguigy naturaleza permitisndo direccionar los micre-nanodispositives a las
céluias diana En realizaciones prefendas de [a composicion de g presente invencidn, los
NTCs se funcionglizan con proteinas. En particular, 3 funcionalizacion se pusde llevar 3
cabo con suers, i gue permite modificar las propiedades fisicas de la superficie de estes
nanomatenales como son i3 solubilidad v dispersabilidad, que son fundamentales para gque
pusdan sjercer sus propiedades bicidgicas, permitidndoles tener una mejor interaccidn con
los recepiores {maoldculas biciogicas) de (as mambranas de las cdlulas del céneer

Estas preoteinas hacen gue las odlulas reconozoan especificamants a los nanclubos de 3
cobertura de 3 micro-nanosstructyra coms algo propio, endoeciidndolos activamente, de
forma gue, ung vez sn e ciosol celuiar, pusdan acluar de numerosas formas. Silos
nangtubos se encuantran libres (no unidos al dispositivo terapautice) interfivieren con los
orocesos dindmicos de los microtibulos formando haces Cuando esie ocurre, las células
an division que precisan de una dinamica microlubular muy activa se quedan blogueadas en
metafase y lerminan por maorir,

Asgrusme, 88 posible funcionalizar los NTCs recubriéndolos con ofro tipo de proteinas o
pépticos, por gjamplo las proteinas de inferagccidn de tipo microbioldgice que emplean
aligunos paldgenas, como virus v cientas baclerias, que faciitan la entrada &l sistems
nervioso central, o ciertas fexinss que preferentements interactuan con tipos especificos de
celulas para sjercer una amplia gama de sfectos bioldgicos en las neuronas periféricas v
cenirales. Los mecanismoes de interaecidn de estos micrcorganismos ¢ de las toxinas con
las céluias del sistema nervioso se pueden ulilizar para disediar terapias que puedan antrar
g o sistema nenvioss a modo de ligandas permitienda ef disefio de nanovehiculos "a la
carta”

Los dispositivos con achwidad lerapéutice empleados en & composicién de la invencidn
4
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presertan dimensiones, que van desde el rango de los nandmetres hasta incluso &l de las
micras, siendo Gtiles en la administracién de composiciones para ef tratamiento de tumores
y otras patologias.

Los micro y nanodispositivos pueden estar compuestos por micro-nanoparticuias huecas ¢
sdiidas recubiertas, total o parcialmente, por los nanotubos de carbono. Las huecas pueden
incluir en sy interior diferentes terapias, como farmaces ¢ acidos nucisices tipo DNA, o
RNA, para su posterior liberacidn. Las sdlidas podrian ser de diversas naturalezas con
potencial terapéutico. por sjemple nanoparticulas gue s& calienten por efeclos de
radiaciones infrarrjas, campoes magnéticos, nanoparticuias con efectos biocidas, st

La coberturs de nanolubos de carbone {(NTCs) se pusde unir al dispositive micro-
nanomatrice por medio de;

i} enlaces covalentes,
ii} polimeres bigdegradables,
i) enlaces sensibles a processs de reduccidn en el liscsoma, ©

v} enlaces sensibies a la accion de ias enzimas del lisosoma, izs llamadas
hidrolasas acidas. Estas enzimas sdlo estan activadas en & lisosoma v en los
compartimentos membranoses de las rulas degradativas intracelulares

En aquellas realizaciones en las que 2 cobertura de nanotubes s une al disposilivo migro-
ranomalrico por medic de eniaces oovalentes ), los nanolubos a su vez pueden llevar
anclades farmacos vo ligandos a sus paredes mediante enlaces sensibles a proceses de
reduccion {(S-5, puentes disulfure) o enlaces cuys ruptura sea calalizada por enzimas del
isgsoma (enlaces amids ¢ anlgeces peptidicos) La ruptura de los enlaces sensibles a los
procesos de reduccion (8-8) ocurre an ios camings de entrada de la célulz (endosomas-
endolisosomas).

En base a la cobertura de nanotubos, vy 8 su amples como anclaje del disposiive micro-
nanomsetrice 3 1a membrana celular, los autores de la invencidn han desarrcliade
composicionas con aplicaciones diferentes:

Cobertura de NICs para el anclaie v enirada de dispositives migra-nanométrices oon
actividad terapéutica en céiyias dignag

En esta realizacion particular de 18 compoesicidn de g invencion, a8 cobertura de nanotuboes
estd aestagbiements fiada a la superfice del dispositivo micre o nanométrico mediante
eniaces covalentes. Dichos enlacss covalentes sa llevan a cabo a través de una aminacién
{por eiempio mediante el use de aminopropd timetoxisilano, APE)Y de ia superiicie de ios
dispositivos  micro-nanometnicos combmada con una reaccidn de Steghich o método
carbodiimida. De esta forma, la unidn se realiza medianie el enlace entre of grupe NH: del
nanodispensador y el grupo COOH de los NTCs

Alternativamente. lambién se pusden ulilizar métodos de ofick chemistry para el anclaje de
los NTCs a los dispositives micrg-nanomeétricos {en panicular 1a cicloadicién calalizada por
cobre entre gzidas y alquings, CuAAQ). La offick chemisiry se define come una harramienia
guimica para gensrar sustancias de forma rapida y fiable al unir peguefias unidades entre
si y gue inspirada en la naturaleza no responde a3 una reacgién especifica.

La naturalers de estos enlacss covalentes permite que los NTCs np se desprendan a la
entrada an sl citosol celular

L]
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Fr esta realizacion de la composicidn de la mvencién, la cobertura de NTCs rodea por
completo al dispositive micro-nanomelrico actuando asi como sistema de anclaje a la
membrana celular, v facilitando a su vez [a liberacidn de la droga en ef cilosol de las células
dhana.

Cobertura de NTCs para el anclaie. entrada v liberacion intravesigulariciopidsmica de
terapias en células diana en base a condiciones reductoras,

En esta realizacion particular de |2 composicidn de la invencidn, los NTCs de la coberlura,
ademas de estar fijados a la superficie de los dispositives micro-nanomeétricos mediante
enlaces covalenies, lsvan unidos, madiante enlaces sensibles a ios procesos de reduccidn
en gl isosoma ¢ sniaces cuya ruptura sea catalizada por enzimas del lisosoma, terapias
{farmacos y/o ligandos) que se liberaran a nivel intracelular,

Las terapias y/o ligandes se anclan a las paredes de los NTCs mediante estos eniaces
sensibles 3 procesos de reducaidn infraceldlar, como son los puentes disulfure (S-8) nep
mediante el use de cistaming, creands asi este eniace solwe la cobertura de NTCs. aunque
también se contemplan ofras esirategias basadas en la guimica organica, o mediante
eniaces cuya ruptura sea catalizada por enzimas del isosoma, facilitands su fiberacian.

Cobertura de NTCs para o anclais, sntrada v liberacion intracelular de NTCs para terapis
cifotdxics

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

a) polimeros bicdegradables, ©

bl enlaces gue son sensibles a procesos de reduccion en el ispsoma o enlaces cuya
ruptura sea catalizada por enzimas del lisosoma.

En la apcidn 3}, los NTCs se fijan al dispositive micro-nanoemétrice mediante el empiec de
polimeros biodegradables. como son los polielecirolitos cargados biodegradables, que
liberan los nanctuboes de forma dirigida v controlada al degradarse {por gjamplo, dextrans
sulfate de sodio o clorhidrato de poli-L-argining). A su vez, ia cobertura da NTCs recubre,
total o parcigimente, 3l dispositive come sistema de anclaje a 1a membrana celular,
facilitando ademas 1a liberacidn de la droga contenida en el dispositivo en el citosol.

Enla opeién bl los NTCs e fijan al dispositive micro-nanométrico mediante enlaces que s8
rompen en madio reductor, como pusdan ser los puentes disulfure (8] cistaming), o enlaces
cuva ruptura sea catalizada por enzimas del lisosoma, provocande 3 bberacidn de ios
NTCs. Iguaimente. la cobertura de NTCs sirve como sistema de anclaje a la membrana
celular v permite s liberacién de la terapia en af cilosol En este caso, los dispositives, que
Hevan unide a su superficie la cobertura de NTCs, por accién de los enzimas y el pH
intraceiuiar, liberaran su recubrimiento de NTCs entre 48-72 h aproxemadaments desde la
legada a nivel intraceiular, para que los NTOs efectien su acoidn antiproliferativa

Er ambos casos, la accidn terapéulica derivaria de i3 combinacidn del sfecio
antipraliferativo de los NTCs vy de ios agenies necplasicos comlenides en ios
nanadispensadoras, al ssr ambos liberados.

La composicion de la invencian presenta imporianies aplicaciones clinicas, pudiéndose
emplear en terapias antincopiasicas, &n & fralamignto adyuvanie ¢ nse-adyuvante de
muchos tipes de canceres o lumores,. a través de diferentes vias de aplicacidn, asi como en
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terapias dirigidas a otras patologias, como las del sistema nervioso, las del sistema
respiratonio. ias del sistermna digestivo y, en general, a cualquier tejido U organo

EJEMPLOS

Eiempio 1 Obtencién de particuias de SIOZ2@dye@NTCs:

Simtesis de los dispositivas nanomdiricos: Farticulas de Si0;

{iy Esferas de siliice: sigulendo sf método Sidber, una solucién de TEQS EIOH HO: NHOH
(1.7:18.2:3,11,97 mL) se agito vigorosamente duranie 2 1 para oblener una suspension
turbia blanca. Las esferas monodispersas {~ 500 nm) se lavaron con efans! mediante 3

ciclos de redispersidn/centrifugacion (28000 rpm, 10 mun), v finalmente se volvieron &
dispersar en 25 mi de agua. La concentracion final fue de §.0174 g/ml

(i} Marcaje con colorante de ias particulas de silice las particulas de silice se recubrieron
con APS mediante ia dilucidn de 87 myg de Sih en 10 mb de BEIOH v {a adicidn de D5 mb
de APS. Despuds de agitar 3 h, el exceso se elimind medanie 3 cicios de
redispersion/centrifugacidn {7000 rom. 20 miny. Despuss de ssio. las particulas de 3i0;
funcionalizadas con APS se diuyeron en 10 mb de E1OH vy se afiadieron a 10 mb de una
disolucién de isctiopoanate de rodamina B {32 mg/mb) Después de agitar 3 h, el excess
se sliming mediante 3 ciclos de redispersionfcentrifugacion {(FCOC rpm, 20 min} La
concentracidn final fue de 8,7 mg/mL.

(i} Recubrimiento de las particulas de S0 10 mb de esferas de 810 preparadas
previamente (8.7 mgiml}, se diluysron con agua hasta 20 mb y se anadieron a 60 mb de
una disolucion de cloruro de poldialifdimatilaming (PDDA) (1 mgfmb, que contenia NaCl 0.5
M) baio sonicacion débil. La reaccidn transcumid durante 1 h para permilir ia adsorown del
FDDA v, a continuacidn, su exceso se ehmind con 3 ciclos de redispersion/centrifugacion
(BCOG rpm, 20 mind El sulfonato de poliestirens (PSS} (1 my/ml que contiens Nall 0.5 M)
fue depositado sobre (as esferas de 5i0: recublertas de una manera similar y usando las
mismas condiciones, La concentracidn finagl fue de 8.7 mgiml.

Revastimients de las ssferas de sflice con NTCs

Los NTCs se pre-irataron con acetona y elanol para sliminar los malenales organicos,
cangelados con Nz y se liofilizaron. Después de esto, los nanctuboes de carbong se oxidaron
mediante ol siguiente procedimientn: 100 myg de NTCs se sometieron a ultrasonidos en 1C0
mi de una mezels de HuBOWHNG: (301 con un sonicador de punta durante 15 min v con un
bafio de ultrasonidos duranis 4 h Despuss. ia muesira se {avd con una disolucidin acuosa
de NaGH diluido con 3 ciclos de redispersion/centrifugacidn (8000 rpm, 10 mind Cuando &l
pH se astabiiizd en 10, 18 muestra ss sometid a ultrasenidos con & sonicador de pumta
durante 2 h. Finalmente, fos NTCs se dispersaron en agua, obtenigndose una dispersidn
astable de NTCs oxidados presentando fundamentalmanta grupes carboxilicos e hidroxilicos
&n las paredes, ios cuales les aportan una carga superficial negativa La concentracion final
fue de 0.8 mgfmi.

Se diluyeron 10 mb de esferas de 510, funcionalizadas previameante con PSS/PDDA (87

mg/mbl) con 100 ml de agua milliQQ. Postariormente, se afiadieron 2 mb de una disoiucidn

0.8 M MaCly 5 mi de una dispersidn de NTCs (0.8 mgimL). Tras un pericdo de adsorcion

de 15 h se eliming & exceso de NTCs mediante 3 ciclos de centnifugaciton/redispersién

{7000 rpm, 20 min) La concentracidn final fus de 3.8 mg/ml. En la Figura 1 se puede
7
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observar ia cobertura de NTCs alrededor de las particulas escogidas como maodeios de
nancdispensador, asi como ia trayectoria de enirada de los dispositivos con actividad
terapeutios hasta liberar su terapia

Funcionalizaclon de ls cobertura de NTCS

a funcionalizacion se llevd a cabo con proteinas séricas diluidas en una solucion saiing,
come por ejemplo el medio de cultivo celular, @ una concentracion de 20-30 mg/ml
medianie sonicacion moderada en bafio con punta durante 2 min.

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

Se prepararon los nanadispensadores can un contenide terapéutics en base a cualguiera de
las solucionss técnicas gue sxisien en pateries o en ig leratura. Se recubrieron con los
NTCs tal v como se indica en el gjemplo anterior, uniendo los nanotubos bien mediants
fusrzas slectrostaticas {usando polislectrolitos cargados) o medianie enlaces covalentes
{e.g. enire ol grupo carboxilico de los nanotubos oxidados y &l grupo amine con &l que se
funcionalizd el nanodispensador). Se funcionalizaron con proteinas sericas o con ligandos
destinados a su unidn con dianas moleculares de a8 superficie de las células cancserosas
{Boalt of &l “Antibody therapy of cancer”, Nalure Reviews Cancer 2012, 12, 278-287).

Se empied la linea celular Hela como obisto del estudio v se someti¢ a una sclucidn de 5
ug/mb de los nanodispensadorss funcionalizados con proteinas de susre como se indica en
el gjamplo anterior. El tratamiento durd €86 h Durante ef tralamiento ias celulas se
pbservaren i vivo ¥ también ss fjaron con paraformaldshido al 4%, se permeabilizaron con
fritdn X100 al 1% en PBS v se tiferon con Hoschst 33342 para su observacion mediante
microscopia de alla resolucidn. B resultado de este estudio mositrd cdmo el recubrimiento
corona de NTCs en estas estructuras favorace la internalizacidn (Figura 2 v 3} v liberacion
infraceiuiar citosdlica de estas nanoestructuras {(Figura 4) en modelos gelulares.

Elemplo 3. Cobertura de NTCs para e  anclaje  entrada vy liberacidn
intravesicular/citopiasmica de terapias en celulas diana en base a condiciones reducioras

Se prapararon ios nanodispensadores {en ssie caso sirve cualguier ssiructura nanomatrica
donde se puedan anciar NTCs) en base 2 cuaiquiera de ias solucionss €oninas que sxisien
an patenies o en |3 bibliografia. Se recubrigron y g funcionalizaron, tal vy como se indica en
el gjempio 1. En este caso les NTCs fueron anclados de forma estable, bien mediante
fuerzas slectrostalicas {usando polislectrolitos cargados) o mediante enlaces covalenies
(e ¢ entre e grupo carboxilico de los nanciubos oxidadoes ¥ el grupo amine con ef que se
funcinnalizo el nanodispensador) a las estructuras nanomesineas. A su vez a ia superfice
axterna de los NTCs se acopld una terapia mediante un enlace disulfure, en aste caso un
colgrante scolaments detectable una verz liberado del nanciubo. Bicha terapia se liberd a
nivel intracelular debido a la ruptura de dicho eniace una vaz los nanodispensadores
pasaron por los isosomas Los nanodispositives eventualmente escapan del isosoma al
citosol (Figura 8 En la Figura & se muestra una prueha de concepto donde se observan
célutas mostrando fincidn con un colorante tras su liberacidn del anciaje a los nanciubos de
carbong
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Eiemplo 4, Cobertura de NTCs para e anclaje, entrada y liberacion intraceiular de NTCs
para terapia ciloldxica

Se prepararon o8 nanodispensadores {en esie case sirve cualquier ssfructura nanometnea
donde se pusdan anclar los NTCs) en base a cualguiera de las sclucionas {8cnicas gue
existen en patenies o en la hibliografia Cstos se recubrieron, tal ¥ como se indica en 8
piempio 1, con polieleciroitos  bio-degradables {dextrana sulfato de sodio como
nohelecirolita cargade positivemente v poli-L hidrociorure de argining como polislectrolito
cargado negativaments) vy posteriormeante se recubrieran con 108 NTCs. Los NTCs que se
emplearon en sl recubrimisnto fenian una longitud de 500-8000 nm vy tras 48-72 h se
ipsraron por la degradacidn de los polimeres gue actian como anclaje & la nancestructura,
Su tiberacidn les penmitic interaccionar con los componantas celulares de forma bigmimatica
y producir un efecto antiproliferativo, ololdxico.
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REIVINDICACIONES

1 Cobertura de nanotubos de carbono para su empleo como sistema de anclajle a la
membrana celular v de transporie haoia el citosyl de dispositives micro-nanometricos oon
actividad ferapsutica

2 Composicion que comprande:
a} un dispositive micro-nanomatrios con actividad terapdutica, v

b} una cobertura de nanctubos de carbono gque recubre al dispositive micro-
nanemetrico.

3. Composicidn, segun g reivindicacien 2, donde los nanotuboes de carbono sesian
funcionalizados con ligandos.

4. Composicidn segin g revindicacidn 3, donde los nanotubes de carbono estan
funcionalirados con proteings, peptides, dodos nuclsicos u oligosacdridos,

5 Composicidn sequn la relvindicacion 4, donde ias proteinas son proteinas de inleracaidn
de tipo microbiclogico de patégenos o toxinas.

B Composicidn. segun cuaiquiera de ias rewindicaciones 2-% donde la coberiura ds
nanotubos de carbong se une al dispositive micro-nanomaeétrico por medio de:

i} enlaces covalentes,
i} polimeros bicdegradables,
iy enlaces sensibles a procesos de reduccion en el lispsoma, ©

v} enigces sensibles a la accidn de enzimas de [0s lispsomas.

7. Composicidn, segun g rewvindicacién 8, donde la cobertura de nanotubos se une al
dispositiva micre-nanomaeirico por medio de saniaces covalentes (i1

8 Composicidn, segun g reivindicacion 7, donde s nanctubos a su vez pusden Hewvar
anclados armacos yo ligandos & sus paredes mediante enlaces sensibles a progesoes de
reduccion en 8 liscsoma o eniaces cuya ruplurg sea catalizada por enzimas de los
lisosomas.

g Compesicidn, ssgun la revindicacién 8, donde los polimeros biodegradables ss
seipccionan de enire dextrano suifato de sodio y clorhidrato de poli-L-argining

-
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10 Composicidn seqan la reivindicacion £ donde ios enlaces sensibles a procescs de
reduccion emplaados son puenies disulfuro.

11. Composicidn segun la reivindicacidn § donde los enlaces cuya ruplura sea catalizada
por enzimas de los lisosomas son eniaces peplidicos o enlaces amida,

12. Composicion, ssgun las reivindicaciones 2-11 para su emples en lerapias
antinsoplasicas.

13. Composicion, segin las relvindicaciones 2-11. para su emplea en ferapias dirigidas a
alteraciones del sistermna nervioss.

11
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